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RESUMO 
O presente trabalho teve como objectivo principal a monotorizaçào das águas 
da Ria Formosa com vista a contribuir para um melhor conhecimento deste importante 
ecossistema e para selecção de indicadores microbiológicos da qualidade de águas 
naturais poluídas. 
A amostragem foi efectuada entre 1990 e 1992 e durante este período foram 
colhidas mensalmente amostras de água em três estações, com diferentes graus de 
poluição devida à descarga de efluentes urbanos, a fim de avaliar a variação espaço- 
temporal da abundância microbiana, sua relação com alguns parâmetros fisico- 
químicos e o grau de poluição. 
Os parâmetros físico-químicos considerados foram a temperatura, salinidade, 
concentração de oxigénio dissolvido e transparência. Como parâmetros microbiológicos 
foram avaliados os microrganismos mesófilos que crescem a 37° e 22° C, saprófitos a 
salinidades de 35 e 17,5%o, coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais, 
Salmonella, Pseudo monas aeruginosa, ('and ida alhicans e bacteriófagos de 
Escherichia coh C. 
Foi aplicado um modelo de distribuição de probabilidades lognormal às 
concentrações de coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais. Em termos 
destes microrganismos este modelo permite uma interpretação adequada da qualidade 
das águas. 
O nível de poluição das águas é adequadamente determinado pela concentração 
de bactérias indicadoras de contaminação, sendo máxima na estação Portas do Mar e 
mínima na estação Ilha. 
Os resultados obtidos mostram que a qualidade microbiológica das águas 
analisadas está estreitamente ligada às descargas directas de efluentes domésticos. 
Em relação aos microrganismos patogénicos, a presença de Pseudomonas 
aeruginosa foi registada com muita frequência nas amostras estudadas, pelo que se 
sugere a sua inclusão como análise complementar em programas de vigilância da 
qualidade de águas para fins recreativos. 
Os bacteriófagos de Escherichia coh C constituem um indicador alternativo de 
poluição fecal atendendo à simplicidade da metodologia empregue para o seu 
isolamento e quantificação, e por apresentarem boas correlações com os coliformes 
fecais. 
Adicionalmente, no presente estudo, foram colhidas amostras do molusco 
bivalve Mytilus edulis para comparar o seu conteúdo microbiano com o das amostras 
de água. Amostras colhidas no mesmo local e na mesma altura, apontam para valores 
mais elevados nas amostras de moluscos. Estes resultados comprovam a capacidade 
destes organismos concentrarem microrganismos. Assim, a análise microbiológica das 
águas de cultivo não é adequada para a avaliação da qualidade dos moluscos bivalves, 
principalmente quando os níveis de poluição da água são baixos. 
Foram efectuados, em laboratório, estudos de sobrevivência, de coliformes 
totais, coliformes fecais, estreptococos fecais, colifagos de Eschehchia coh C e K12, 
tagos somáticos de Salmonella e de Bacteroides frágil is e fagos F-específícos. Os 
coliformes fecais e totais foram os microrganismos que revelaram menor sobrevivência. 
Não existe ainda uma metodologia padronizada para a enumeração selectiva de 
estreptococos fecais em águas naturais. O melhoramento dos métodos para a 
enumeração destes microrganismos constitui uma preocupação importante, pelo que foi 
realizado um estudo comparativo de meios selectivos para o seu isolamento e 
quantificação. Para a implementação deste estudo foram colhidas um total de treze 
amostras de água provenientes da Ria Formosa e poços de água doce dos Concelhos de 
Faro e Loulé. Foram efectuados estudos das características de diferentes meios de 
cultura quanto à especificidade, selectividade, eficiência relativa de recuperação, 
precisão e exactidão, através do emprego da técnica da membrana filtrante com os 
agares mEnterococcus, KF, Bílis Esculina Azida (BEA), Kanamicina Esculina Azida 
(KEA), Bílis Esculina (BE), Mitis-Salivarius; Acetato de tálio (meio de Bame) e do 
método do Número Mais Provável usando os caldos Azida Dextrose (meio de Rothe) e 
Etilo Violeta Azida (meio de Listky). 
Os resultados obtidos indicam que nenhum dos procedimentos testados revelam 
uma selectividade óptima. O método do Número Mais Provável constitui um bom 
procedimento com base na alta eficiência de recuperação e boa selectividade. Contudo, 
o agar mEnterococcus usando a técnica da filtração por membrana apresenta a melhor 
eficiência de recuperação, precisão e exactidão, e também uma boa especificidade. 
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ABSTRACT 
The main objective of the present work was to monitor Ria Formosa waters in 
order to acquire a better knowledge of this importam ecosystem and for the selection of 
microbiological indicators of the quality of polluted waters. 
Sampling was conducted between 1990 and 1992, and during this period, water 
samples were taken monthly in three stations with different degrees of poilution due to 
the discharge of urban effluents, to evaluate the spatial and temporal microbial 
abundance, its relationship with physíco-chemical parameters and the degree of 
poilution. 
The following physico-chemical parameters were considered; temperature, 
salinity, dissolved oxygen and transparency. The microbiological parameters 
mesophyles at 37° and 22° C, saprophytes at salinities of 35 and 17,5 %o, total coliforms. 
fecal colitorms, fecal streptococci, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Candida 
albicans and Eschenchia coli C bacteríophages were evaluated. 
A lognormal distribution model was fítted to the concentrations of total 
coliforms, fecal coliforms and fecal streptococci . The quality of the water, considering 
these microorganisms, may be adequately evaluated by this model. 
Water poilution is adequately measured by the concentration of bacterial 
indicators, being maximum at Portas do Mar sampling station and minimum at Ilha. 
The results obtained show that the microbiological quality of the water studied 
is directly related to the discharge from domestic effluents. 
The presence of Pseudomonas aeruginosa has been frequently detected. For this 
reason we suggest its inclusion as complementary analysis in the surveillance 
programmes of waters used for recreational purposes. 
Eschenchia coli bacteriophages may be used as an allemative indicator of fecal 
poilution, according to the simple methodology employed for their isolation and 
quantifícation as well as the close correlation with fecal coliforms. 
In addition, in the present study, several samples of the bilvalve Mytilus edulis 
were collected to compare their microbiological contem with those of water samples. 
Samples collected at the same place and at the same time, always, showed higher 
values for the mussel samples. These results demonstrate the ability of these organisms 
to concentrate microorganisms. For this reason, the analysis of water used for 
cultivation is not adequate to evaluate the microbial quality of the mussels, especially 
when there is a low degree of water poilution. 
Survival experiments were carried out in laboratory conditions. The inactivation 
in the aquatic environment oí total coliforms, fecal coiiforms, fecal streptococci. 
Eschenchia coli C and Kl 2 bacteriophages, Salmonella and Bacteroides frágil is 
somatic phages and F-specifíc phages were tested. Fecal and total coliforms were the 
microorganisms that showed the lowest survival. 
1 here is not yet a standard methodology for the selective enumeration of fecal 
streptococci in natural waters. The improvement of the methods for the enumeration of 
these microorganisms is an importam concem, so a comparative study of selective 
media tor the enumeration of fecal streptococci was performed. A total of thirteen 
samples írom Ria Formosa waters and íreshwater from wells from Faro and Loulé were 
taken. The Most Probable Number method using Azide dextrose broth and Ethyl violet 
azide dextrose broth, and the membrane filtration techique with the following agars; 
mEnterococcus, KF, Bile aesculin azide, Kanamycin aesculin azide, Bile-Aesculin, 
Thallous acetate (Bame s) and Mitis-Salivarius were compared on the basis of their 
accuracy, specificity, selectivity, precision, and relative recovery efficiency 
characteristics. The results obtained indicate that none of the above mentioned 
procedures show an optimal selectivity. The Most Probable Number method was a good 
procedure on the basis of its high recovery efficiency and good selectivity. Fíowever, 
using the membrane filtration technique mEnterococcus agar showed the best 
perfomance characteristics of the enumeration media tested, because this method 
possessed the best recovery efficiency, precision and accuracy, and also a good 
specificity. 
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INTRODUÇÃO 
I. POLUIÇÃO MICROBIOLÓGICA DO MEIO MARINHO 
A poluição do meio ambiente tem contribuído para pôr em sério perigo o 
equilíbrio dos diversos ecossistemas e alguns deles de forma irreversível. No caso 
concreto da poluição hídrica, o maior problema reside na inexistência ou na 
ineficiência do tratamento dos efluentes, quer de origem doméstica quer industrial e 
agro-pecuária. O crescimento dos centros urbanos nas zonas litorais tem como 
principal inconveniente o aumento do volume de efluentes domésticos, com uma 
forte carga orgânica e microbiológica, que sistematicamente são despejados na costa, 
tomando-a pouco atractiva para as actividades recreativas e imprópria para a 
aquacultura. 
Está comprovado que em águas contaminadas existe uma maior frequência 
de doenças entre a população animal residente, assim como um decréscimo do 
número de peixes e fauna bentónica (Clutter, 1972). 
A prática de descargas de esgotos de origem doméstica, agro-pecuária e 
industrial, sem tratamento prévio, constitui um grave risco relativamente à saúde 
pública, particularmente no consumo de moluscos, que filtram e concentram no 
aparelho digestivo as bactérias e vírus presentes na água. entre os quais se encontram 
alguns patogénicos para o homem (Cabelli et ai, 1982: Gerba et ai, 1978). Este 
problema agrava-se com a progressiva incidência em ambientes aquáticos de 
bactérias resistentes a antibióticos e outros agentes quimioterápicos (Niemi et ai, 
1983). 
De acordo com a natureza dos contaminantes podem distinguir-se três tipos 
de poluição: 
-poluição química; 
-poluição física: 
-poluição biológica. 
1 
O termo poluição é empregue desde há muito tempo, significando para uns 
sujidade, e para outros alterações da qualidade do meio ambiente produzidas pelo 
Homem. O termo poluição é, a partir de 1965, sinónimo de "despejo de resíduos" 
(Pipes, 1982a). Em sentido restricto, poluição marinha significa «alteração 
desfavorável do ambiente marinho, como resultado das acções do Homem» (Grindley, 
1972). A Organização Mundial da Saúde (WHO, 1977a) define a poluição das águas 
marinhas como: «a introdução pela acção humana no meio marinho, incluindo os 
estuários, directa ou indirectamente, de substâncias ou energias que podem causar 
efeitos deletérios, nomeadamente danificar os recursos biológicos, pôr em risco a 
saúde humana, criar impedimentos às actividades marinhas, incluindo a pesca, 
diminuir a qualidade da água do mar sob o ponto de vista da sua utilização e da 
redução das possibilidades da sua utilização com fins recreativos». 
De acordo com estas definições, a responsabilidade da poluição das águas é 
exclusivamente atribuída à acção humana. 
O Conselho Internacional de Língua Francesa define poluição como a 
presença de qualquer substância ou factor que provoque alterações num detenninado 
meio e o resultado da sua acção. 
Através desta definição, os três tipos de poluição apresentados podem ter 
como origem a acção do homem ou de factores naturais. 
A alteração do equilíbrio ecológico do meio ambiente e os riscos sanitários 
derivados da transmissão de microrganismos patogénicos através das águas poluídas, 
constituem os efeitos negativos da poluição nos ecossistemas aquáticos. 
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2. MICRORGANISMOS PATOGÉNICOS: Infecções transmitidas por via 
hídrica. 
Os microrganismos telúricos são introduzidos no meio marinho, 
principalmente através de efluentes não depurados de águas residuais, constituindo 
estes a principal fonte de contaminação (Wallis, 1977). 
O ar também pode servir de veiculo de entrada ou disseminação de 
microrganismos no meio marinho (Baylor et ai, 1977). Os ventos que sopram dos 
continentes para o mar transportam os microrganismos e a chuva facilita a queda 
desses contaminantes nos nos e oceanos (Brisou, 1976). 
Outra possível fonte de contaminação, mas em menor escala, são os 
banhistas. As águas recreativas que não recebem efluentes fecais podem estar 
contaminadas com enterovírus do serotipo que predomina nas infecções humanas 
(Shuval, 1986). 
Vários estudos têm demonstrado que as águas residuais misturam-se muito 
mal com as águas do mar e podem manter-se individualizadas até longas distâncias do 
local de descarga (Ketchum et ai, 1981). Os microrganismos podem manter-se na 
água em estado livre e a sua dispersão é, neste caso, dependente das condições 
hidrológicas locais. Se o microrganismo se encontra adsorvido a partículas mais 
pesadas, vai-se depositando na superfície do sedimento. Dependendo da acção de 
torças naturais (ondas ou correntes), ou artificiais (dragagens e navegação), os 
microrganismos no sedimento podem ser ressuspendidos e chegar a um hospedeiro 
humano, seja directamente ou através das cadeias alimentares (Gauthier et ai, 1991). 
A quase totalidade dos microrganismos transportados até ao mar por águas 
residuais urbanas, são de origem humana (Gauthier, 1980). No entanto, a maioria das 
bactérias das águas residuais que têm como habitat o tubo digestivo humano, são, em 
condições normais, não patogénicas. Além do microbíola saprófíta normal das águas 
3 
naturais, as águas contaminadas contêm sempre uma maior ou menor quantidade de 
microrganismos saprófltos e patogénicos, entre os quais se destacam os seguintes: 
- Bactérias: Salmonella, Shigella, Yersinia, Escherichia, Vihrio, 
Mycohactermm, Leptospira, Staphylococcus, Campylobacter, Pseudomonas 
e Clostridium. 
- Vírus: enterovírus (incluindo o vírus da hepatite), rotavírus, vírus 
Norwalk. 
- Fungos: Candida cilbicans e fungos dermatófítos. 
- Ovos de Metazoários: ténias, ascarídeos, tricocéfalos. 
- Protozoários: Entamoeba histolytica, Giardia lambi ia, Shistosoma sp. e 
Cryptosporidium sp. 
Estes organismos patogénicos podem originar infecções por contacto 
directo, durante a prática de actividades recreativas ou por consumo de organismos 
marinhos infectados (Gerba e Goyal, 1978; Volteira et al., 1979; Cabelli et a/., 1979, 
1982; Martinez-Manzanares c/íV., 1991, 1992). 
A transmissão de doenças por via hídrica está demonstrada em muitos casos, 
contudo, ainda não existe informação epidemiológica conclusiva, que relacione o 
agente causal com a poluição do meio aquático. Porém existem provas indirectas que 
indiciam que o aumento da poluição marinha aumenta a morbilidade entre a 
população para determinadas infecções (Mosley, 1975). 
A possibilidade de infecção da população através das águas recreativas, 
depende se um microrganismo patogénico se encontra nessas águas em algum 
momento, da sua concentração e capacidade de sobrevivência, da sua dose infecciosa 
e do seu grau de dispersão. 
A ingestão de água ou produtos marinhos contaminados produzem, 
principalmente, sintomatologias intestinais (Shuval, 1975). Estudos de vários autores, 
permitiram concluir que o banho em águas poluídas, com resíduos de origem fecal, 
representam um risco real para a saúde pública, que se traduz em infecções 
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gastrointestinais, infecções da pele, olhos e ouvidos (Cabelli eí ai, 1982; Mujeriego 
et ai, 1980a; Marino <?/6//., 1986; Schimding étf «/., 1993). Cabelli (1983), em estudos 
realizados no Egipto, associou o aparecimento de casos de febre tifóide ao banho em 
águas com contaminação fecal. Doenças da pele ou mucosas podem ser provocadas 
pelo contacto directo com a água contaminada por Fseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Klehsiella sp. e Candido, alhicans. 
Por outro lado nos países subdesenvolvidos, onde não existem instalações 
adequadas para o tratamento de águas de bebida e usadas, verifica-se que as doenças 
entéricas transmitidas por via hídrica constituem uma causa importante de 
morbilidade e mortalidade humana. Calcula-se que mais de 10 milhões de pessoas 
morrem anualmente devido a estas enfermidades (Esrey et ai, 1985). Nos países 
industrializados verifica-se a tendência para o aumento deste tipo de enfermidades 
(Craun, 1986). 
A realização de estudos epidemiológicos são importantes para avaliar os 
riscos reais de contrair uma doença quando se contacta com águas poluídas. Contudo 
são de difícil realização e em conformidade com Jones e Walkins (1985), devido 
principalmente a: 
- Falta de estudos retrospectivos para detectar ou relacionar surtos com uma 
causa comum; 
- Ausência de resultados e análises provenientes de amostras 
representativas; 
- Dificuldades em identificar a causa comum; 
- Necessidade de considerar sempre um grande número de pessoas que 
reclamem em simultâneo; 
- Períodos longos de incubação das viroses; 
- Ocorrência de infecções sem sintomas clínicos observáveis. 
Muitas vezes, as conclusões sobre a correlação positiva entre a doença e a 
poluição da água são duvidosas. 
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Os coliformes totais e a Eschenchia coli nào se relacionam 
significativamente com a ocorrência de gastroenterites associadas ao banho. 
Curiosamente, os enterococos correlacionam-se muito melhor com o grau da doença 
(Cabelli, 1983). 
Apesar de existirem mais de cem tipos de virus entéricos que podem ser 
transmitidos por águas contaminadas as evidências epidemiológicas de transmissão de 
enfermidades através da água estão limitadas ao vírus da hepatite A, vírus Norwalk, 
rotavírus e outros virus causadores de gastroenterites (Craun, 1981; Hejkal et ai, 
1982). Não existem evidências de surtos de doenças de origem virica relacionadas 
com o uso de águas recreativas, embora os estudos epidemiológicos desenvolvidos 
por Cabelli (1983), nos Estados Unidos da América mostrem uma possível relação 
directa entre o grau de poluição fecal das águas recreativas e a presença de 
gastroenterites entre os banhistas. 
3. INDICADORES MICROBIANOS DA QUALIDADE DA ÁGUA 
A detecção de microrganismos patogénicos em águas naturais nào é uma 
técnica de uso rotineiro e segundo Cabelli (1977), Geldreích (1978) e Bonde (1981), 
devido a: 
1 Não existência de uma metodologia simples e padronizada: 
2. Baixa concentração em que geralmente se encontram os 
microrganismos patogénicos; 
3. Grande variedade de microrganismos patogénicos que se 
encontram nas águas poluídas; 
4. Inexistência de ínfonnação credível relativamente às doses 
mínimas infecciosas. 
Estes inconvenientes determinam que a avaliação da poluição por águas 
residuais se realize através de indicadores. De forma ideal, define-se como indicador 
de qualidade da água, o microrganismo ou substância cuja densidade na água se 
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possa relacionar de modo quantitativo com os riscos potenciais para a saúde humana 
durante o seu uso. 
Os requisitos que deve reunir qualquer microrganismo indicador foram 
propostos por vários investigadores e instituições, nomeadamente Bonde (1962), 
WHO (1977a), Geldreich (1978), Metcalf (1978), Colwelll (1978), Cabelli (1978; 
1979; 1983), Borrego (1982), Olivieri (1982), Pipes (1982b), Goyal (1983), 
Gerba (1987). De acordo com estes autores os indicadores devem cumprir os 
seguintes critérios: 
1. Estar presente, sempre que esteja o microrganismo patogénico 
ou a sua fonte e não detectar-se em águas livres de contaminação; 
2. A sua concentração na água deve ser muito maior que a dos 
microrganismos patogénicos, devendo estabelecer-se uma relação directa 
entre as suas concentrações, assim como com o grau e extensão da poluição; 
3. Devem ser mais resistentes às condições do meio ambiente 
natural e aos processos de desinfecção que os patogénicos; 
4. A metodologia para a enumeração, isolamento e identificação 
deve ser simples, específica, rápida e económica; 
5. Os indicadores não devem ser microrganismos patogénicos e 
devem poder aplicar-se a todo o tipo de amostras; 
6. As suas características devem ser constantes; 
7. Devem ser incapazes de crescer e multiplicar-se no meio 
aquático. 
Classicamente, os principais grupos de microrganismos indicadores 
propostos são os coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais e os 
esporos de clostrídios sulfito redutores. 
Ao longo destes anos têm sido propostos novos testes para vários grupos de 
microrganismos, mas ainda não foi definido nenhum grupo que reúna todos os 
requisitos, nem tão pouco que sirva como indicador da poluição virai. Por outro lado, 
o uso destes microrganismos como indicadores tem trazido alguns problemas, pois 
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foram detectados microrganismos patogenicos em águas que tinham sido 
consideradas previamente seguras com base em bactérias indicadoras (Dutka e Kwan. 
1978; Lucena et ai, 1982; Morifiigo, 1987). 
Mossel (1982), designou que um microrganismo modelo deve ter dois tipos 
de funções; a função «índice» e a função «indicadora». A função "índice" relaciona- 
se, tanto directa como indirectamente, com os riscos para a saúde ou com a presença 
de patogénicos. Assim, fala-se de índices de poluição fecal, contaminação por águas 
residuais, tipos de contaminação fecal, entre outros. A função "indicadora" relaciona- 
se somente com os efeitos de um processo de tratamento ou controlo da qualidade da 
água. no sentido geral. 
Os critérios que deve cumprir um organismo "índice" ideal são os seguintes; 
1. Ecologia similar aos patogénicos: 
- Estar presente em fezes humanas e águas contaminadas por elas; 
- Estar ausente em fezes de outros animais e em águas poluídas por 
este tipo de fezes. 
2. Resistência similar aos patogénicos: 
- Incapacidade de multiplicarem-se no meio ambiente; 
- Apresentar características constantes; 
- Apresentar resistência similar aos processos de desinfecção e de 
tratamento de águas residuais; 
- Sobrevivência idêntica em águas doces e marinhas; 
- Resistir de forma similar à luz solar; 
- Efeitos similares na saúde; 
- Similar persistência relacionada com vírus. 
3. Metodologia laboratorial simples; 
- Ser detectado por métodos simples que não exijam instalações 
especiais e que sejam económicos, rápidos, não perigosos e sem 
necessidade de processar grandes volumes. 
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Os indicadores, relacionam-se somente com os efeitos de um processo de 
tratamento ou controlo da qualidade da água no sentido geral e não se exige ecologia 
similar aos patogénicos. Um indicador tem apenas que cumprir com os critérios 
definidos nas alíneas 2 e 3, acima referenciadas, para o organismo índice. 
3.1. Coliformes totais 
Os coliformes são os microrganismos indicadores mais amplamente 
utilizados para determinar a qualidade sanitária de águas para bebida e recreativas. 
Os coliformes definem-se como bactérias com forma de bacilos, aeróbias e 
anaeróbias facultativas, gram-negativas, não esporuladadas, que fermentam a lactose 
com produção de gás dentro de 48 h a 35° C (APHA, 1992). 
Certos fenómenos tendem a limitar estas definições (Leclere e/ ul., 1977): 
1- Ignora-se os biotipos lactose - ou lactose lentas ((3-galactosidase 
+, lactato permease -), que têm o mesmo significado higiénico. 
2- A produção de gás depende da formação de um enzima 
induzível, a hidrogeno-fórmico-liase, que é termodependente. Os métodos 
em meio líquido detectam os coliformes produtores de gás. Os que utilizam 
meios sólidos (ex: filtração por membrana), não serão capazes de evidenciar 
esta capacidade. 
3- H fundamental conhecer as temperaturas óptimas, minimas e 
máximas das diferentes estirpes de coliformes. Algumas são mesófilas, 
outras psicrófilas. A temperatura óptima de crescimento não é a mesma para 
as duas categorias. 
4- A definição de coliformes, permite a inclusão de espécies 
saprófítas da água ou provenientes de animais poiquilotérmicos, como por 
exemplo Aeromonas. A possibilidade mais simples de os diferenciar é a 
prova da citocromo-oxidase. 
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A simplicidade desta definição permite a inclusão neste grupo de múltiplos 
géneros nomeadamente Escherichia, Klehsiella, Eníerohacter e Citrohacter, sendo o 
género Escherichia o mais estreitamente ligado à contaminação fecal (Evans et ai, 
1981). 
Apesar da maioria das bactérias pertencentes a este grupo se encontrarem 
em concentrações altas nas águas residuais (Miescier, 1977), somente umas poucas e, 
em particular a espécie Escherichia coli, se encontram exclusivamente nas fezes de 
animais homeotérmicos. Klehsiella, Eníerohacter e Citrohacter, também têm sido 
detectadas nesse habitat, mas não estão associadas especificamente à poluição fecal 
(Dutka, 1973; Leclere et ai, 1977; Elliot e Colwell, 1985). 
O facto de os coliformes totais também poderem proceder de fontes não 
fecais, diminui o seu valor como indicadores da poluição fecal. Diferentes autores 
(Colwell, 1978; Geldreich, 1981; Olivieri, 1982; Borrego, 1982; Comax et ai, 1990a) 
apontaram uma série de inconvenientes dos coliformes totais como sistema indicador 
óptimo, entre os quais se destacam: 
1- A inactivação das espécies pertencentes a este grupo difere 
acentuadamente dos microrganismos patogénicos. Por exemplo, os vírus 
entéricos, os quistos de protozoários e os patogénicos bacterianos persistem 
durante mais tempo no meio aquático. 
2- A fraca relação com os patogénicos não bacterianos, quanto à 
resposta a processos de desinfecção. Os coliformes totais são muito mais 
sensíveis a estes processos. 
3- Inibição pelo sobrecrescimento de outros grupos microbianos. 
4- Crescimento no meio ambiente sobre determinadas condições. 
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3.2. Coliformes fecais 
São aqueles coliformes que fermentam a lactose com produção de ácido e 
gás a 44,5° C, sendo específicos das fezes de animais homeotérmicos (Bonde, 1962; 
Geldreich, 1966). 
Os coliformes fecais utilizam-se para determinar a contaminação fecal em 
águas superficiais e efluentes (Geldreich, 1978; Olivieri, 1982), sobretudo 
contaminação recente (Pipes, 1982b), assim como em moluscos e em águas onde 
estes se cultivam (Hood et ai, 1983). 
O amplo uso que se faz dos coliformes fecais como indicadores de 
contaminação fecal, baseia-se fundamentalmente, na disponibilidade de um grande 
número de dados e porque os métodos utilizados para a sua detecção são amplamente 
aceites (Cabelli et ai, 1983). 
No entanto, o seu emprego como indicador da poluição fecal tem sido posto 
cm dúvida baseando-se nas dificuldades de isolamento, identificação e interpretação 
das suas análises (Kott, 1977), na fraca sobrevivência fora do tracto intestinal 
(Borrego et ai, 1983), pela frágil definição de grupo (Dufour, 1977; Barrow, 1977; 
White e Godfree, 1986) e porque algumas bactérias patogénicas não se correlacionam 
bem com os níveis de coliformes fecais (Colwell et ai, 1977; Gerba et ai, 1979; 
Goyal et ai, 1979; LaBelIe et ai, 1980). 
3.3. Estreptococos fecais 
A sua utilidade como indicadores microbiológicos baseia-se no seituinte: 
- incapacidade de multiplicação em efluentes domésticos (Slanetz e Bartley, 
1965); 
- não são tão ubíquos como os coliformes (Borrego et ai, 1982b); 
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- estarem sempre presentes nas fezes dos animais homeotérmicos (Volteira 
et ai, 1986); 
- maior sobrevivência no meio marinho que os coliformes (Evison e Tosti, 
1980; Borrego et ai, 1983; Bravo e Vicente, 1992); 
- demonstrarem relação frequente com os riscos sanitários associados ao 
banho em águas marinhas e doces, sobretudo em sintomas gastrointestinais 
(Cabelli, 1982; Cabelli et ai, 1983: Dufour, 1984; USEPA, 1986); 
- parecerem capazes de persistir no meio ambiente, durante períodos 
maiores que os microrganismos patogénicos (Sinton et ai, 1993b). 
No entanto, a sua utilização como indicadores fiáveis de poluição fecal é 
limitada devido a : 
- dificuldades na formulação de meios de cultivo selectivos e procedimentos 
para a seu isolamento (Dionísio e Borrego, 1995); 
- são um grupo taxonomicamente e ecologicamente muito heterogéneo com 
diferentes significados sanitários (Geldreich e Kenner, 1969); 
- são ubíquos em meios aquáticos e multiplicam-se em águas com baixas 
concentrações de nutrientes (Mundt e Graham, 1968). 
O principal problema para a utilização mais ampla deste microrganismo, 
reside na falta de metodologia adequada para a sua enumeração, apesar de já terem 
sido propostos mais de setenta meios de cultura (Pavlova et ai, 1972; Yoshpe-Purer, 
1989). O procedimento aplicado por vários investigadores tem sido o método do 
Número Mais Provável utilizando o meio de Rothe Azida Dextrose seguido pela 
confirmação em caldo Etilo Violeta Azida (EVA). A enumeração de estreptococos 
fecais pela técnica da filtração por membrana foi descrita por SIanetz e Bartley (1957) 
e posteriormente foram propostos vários meios , incluindo os agares Acetato de Tálio 
(Barnes, 1959), KF (Kenner et ai, 1961), PSE (Isenberg et ai, 1970), Kanamicina 
Esculina Azida (KEA) (Mossel et ai, 1973), mSD (Levin et ai, 1975) mE modificado 
(Dufour, A. P., Abstract Ann. Meet. A.S.M., Miami Beach, 1980). Para situações 
específicas, nomeadamente a recuperação de estreptococos fecais a partir de águas 
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com cloro foram propostos outros meios e o aumento do período de incubação de 48 
para 72 h (Lin. 1974). Rutkowski e Sjogren (1987) formularam um meio designado 
M2 para estabelecer a distinção entre fontes de poluição animal e humana. Muito 
recentemente. Audicana et ai (1995) modificaram o agar Kanamicina Esculina Azida 
aumentando a concentração da azida de sódio e substituindo o sulfato de kanamicina 
por ácido oxolinico. Este meio modificado, denominado agar Ácido Oxolinico 
Esculina Azida (OAA), para além das vantagens encontradas quanto à especificidade, 
selectividade e eficiência de recuperação permite, segundo estes autores, um 
encurtamento do tempo de processamento das amostras. Por outro lado, Hernandez et 
ai (1991) e Pourcher et ul. (1991) desenvolveram, para a enumeração de 
estreptococos fecais e enterococos, um sistema rápido através do emprego de um 
teste tluorogénico miniaturizado. 
Estes métodos tem sido aplicados em diferentes amostras (fezes, esgotos, 
alimentos e águas doces), havendo no entanto muito poucos estudos em águas do mar 
(D^oust e Litsky, 1975; Brodsky e Schiemann, 1976; Pagel e Hardy, 1980; Volterra 
et ai, 1985). 
Outro problema adicional relacionado com a enumeração deste 
grupo é a sua heterogeneidade taxonómica e ecológica. 
A taxonomia do género Streptococcus foi extensivamente revista nos 
últimos anos (Schleifer e Kilpper-Balz, 1984; Collins cW, 1984; 1986; 1989; Ruoff, 
1990; Devriese et ai, 1992; Knudtson e Hartman, 1992). 
Os termos estreptococos fecais, enterococos e estreptococos do grupo D têm 
sido utilizados de uma forma pouco clara, durante os últimos anos. Os estreptococos 
fecais, deflnem-se como aquelas espécies de estreptococos que se recuperam das 
fezes em quantidades significativas. Recentemente, os microrganismos do género 
Streptococcus foram reclassificados em dois géneros; Streptococcus, Enterococcus. O 
género Enterococcus inclui 14 espécies, distribuídas em três grupos: 
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1. Espécies frequentes e abundantes em fezes humanas e de animais: E. 
faceai is, E. faecium, E. durans, E. furae, E. avium, E. gallinarum, E. 
columhac e E. cecorum. 
2. Espécies que raramente se encontram no microbiota intestinal do homem 
e de animais domésticos, sendo a sua fonte principal de isolamento o solo e 
os vegetais; E. casseiiflavus e E. mundtii. 
3. Espécies nunca isoladas em fezes: E. raffinosus, E. pseudoavium, E. 
solitanus e E. malodoratus. 
O termo Enterococo usa-se para descrever as espécies de estreptococos 
fecais que estão em conformidade com os critérios de Sherman, nomeadamente; 
- a capacidade para crescer tanto a 10o como a 45° C: 
- resistir a 60° C durante pelo menos 30 min; 
- crescer a pH 9,6; 
- crescer em presença de 6,5 % de NaCl; 
- reduzir o azul de metileno a 0,1%, em leite. 
Murray (1990), recomenda para a confirmação final dos enterococos, outras 
provas adicionais como; 
- apresentar resistência ao antibiótico vancomicina; 
- não produzir gás a partir da glucose; 
- apresentar reacção positiva com o antisoro para estreptococos do 
grupo D; 
- reacção positiva para a bílis-esculina; 
- hidrolisar o PYR (pyrrolidonil- b-naphthilamida); 
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Em conformidade com o «Bergey's Manual of Determinative Bacteriology- 
9» (Holt d ai, 1993), o género Enterococcus é caracterizado como se descreve a 
seguir: 
Células esféricas ou ovóides, 0,6-2,0 x 0,6-2,5 gm. que ocorrem aos pares 
ou cadeias pequenas em meios líquidos, não formadoras de esporos, gram 
positivas, anaeróbias facultativas, catalase negativas. 
O grupo enterococo inclui E. faceai is, E. faeemm, E. duram, E. gallinarum 
e biotopos relacionados (E. avium). 
Este grupo tem valor indicador para determinar a extensão da contaminação 
fecal das águas superficiais recreativas. Estudos epidemiológicos realizados por 
Cabelli (1983) e Dufour (1984) para águas marinhas e doces, respectivamente, 
indicam que a gastroenterite associada ao banho estava directamente relacionada com 
a qualidade microbiológica das águas, e que os enterococos eram os indicadores mais 
eficientes para determinar a sua qualidade sanitária . 
O género Streptococcus foi actualmente reestruturado, considerando três 
grupos: 
1. Os estreptococos fecais que incluem : (a) S. hovis e S. equinus, frequentes 
em fezes de certos animais; (b) S. alactolyticus, habitante típico do intestino 
de porcos e aves de capoeira; (c) S. intestinalís e S. hyointestinalis, que são 
membros do microbiota intestinal do porco; e (d) S. suis, que além de se 
encontrar no intestino do porco, também se detecta noutros animais. 
2. Os estreptococos raramente detectados no microbiota intestinal do 
homem e animais: S. ora/is, S. mil is, S. salivarias e S. sanguis. 
3. Diferentes espécies de Streptococcus de origem não-fccal, que têm uma 
grande importância patogénica na infecção do tracto rinofaríngeo, da pele e 
dos pulmões, entre outros. 
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A relação entre as concentrações de microrganismos indicadores tem sido 
empregue para fornecer alguma informação sobre a origem da contaminação 
microbiana. A razão CF/EF é utilizada para indicar se a poluição é de origem humana 
ou animal, já que os coliformes fecais se encontram em maior número em fezes 
humanas e os estreptococos fecais em fezes de animais (Geldreich e Kenner. 1969). 
Um quociente maior que 4 é considerado indicativo de uma contaminação 
humana, enquanto que quocientes inferiores a 0,7 indicariam contaminação por fontes 
não humanas. O valor desta proporção tem sido questionada por vários autores, Gross 
et al. (1975), Hussong et ai (1979) e Pourcher et ai (1991) encontraram proporções 
CF/EF para fezes de galinhas similares às de fezes humanas, e Borrego et ai (1982b) 
verificaram que este índice dependia mais do grau de poluição e da distância da fonte 
de poluição. Para além disso, este indice pode também ser afectado pelos métodos de 
enumeração dos estreptococos fecais. Por estas razões, o índice CF/EF, não pode ser 
recomendado para diagnosticar a origem da poluição e diferenciar a fonte de poluição 
fecal (APHA, 1992). 
3.4. Clostrídios sulfito - redutores 
O género Clostndium é constituido por bacilos Gram-positivos, que se 
apresentam isolados, aos pares, em cadeias curtas ou longas, ou em alguns casos em 
espirais muito fechadas. Móveis ou imóveis. Algumas espécies (C. perfringens) 
produzem cápsulas, formam endósporos ovais ou esféricos. 
Estes microrganismos formadores de esporos, são entre os anaeróbios, os 
mais amplamente utilizados como indicadores, sobretudo para casos de contaminação 
intermitente ou remota (Bonde, 1977; Egea, 1987). 
A maior resistência aos factores ambientais apresentada pelos esporos deste 
microrganismo, comparativamente com os indicadores clássicos, encoraja a sua 
utilização, especialmente em condições nas quais estes últimos não sobrevivem 
(Mesquita, 1988). Cabelli (1977) propõe-os como indicadores de enterovírus. Não se 
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sugere a sua utilização como indicadores para moluscos, mas sim para os sedimentos 
marinhos (Bonde, 1977). 
Os problemas mais importantes da sua utilização como indicadores da 
poluição, reside na escassa informação sobre os meios de cultura para a sua 
enumeração e a dificuldade de selecção de um meio que permita obter uma boa 
especificidade destes microrganismos, quer em moluscos quer em águas para criação 
de mariscos (Egea, 1987). Possivelmente, são estas dificuldades de metodologia, que 
fazem com que este microrganismo anaeróbio não constitua ainda um indicador 
típico para os critérios de qualidade europeus e americanos. 
3.5. Outros indicadores bacterianos 
Uma série de microrganismos, denominados «indicadores patogénicos», 
foram propostos para serem utilizados como indicadores. Dentro deste grupo 
incluem-se, entre outros, Salmonella (McCoy, 1971), Pseudomonas aeruginosa 
(Hoadley, 1977; Vicente, 1986), Staphylococcus aurem (Olivieri, 1982), Aeromonas 
hydrophila (Arcos et a/., 1986) e Candida albicans (Olivieri 1982; Pipes 1982b). 
Salmonella - É o microrganismo patogénico mais frequentemente utilizado 
para avaliar a contaminação fecal originada pelo homem ou outros animais 
de sangue quente. Salmonella encontra-se amplamente distribuida no 
ambiente e inclui mais de 2.000 serotipos, que podem causar doenças, como 
por exemplo a febre tifóide, paratifóide e gastroenterite. 
Todas as espécies de Salmonella são bacilos Gram-negativos não 
encapsulados e, em geral, são móveis, não fermentam a lactose nem 
produzem indol. 
Pseudomonas aeruginosa - Em águas naturais, a principal fonte deste 
microrganismo são os efluentes domésticos, no entanto é ocasionalmente 
isolado em águas livres de poluição fecal, após as chuvas ou efluentes da 
agricultura (Hoadley, 1977; Dutka, 1981), ou pode estar associado a 
17 
banhistas (Cabelli, 1977). São bacilos Gram-negativos, móveis. A sua 
presença em águas deve ser observada, pois pode causar infecções na pele. 
ouvidos, olhos e outras membranas mucosas (Hoadley, 1977: Dutka, 1981). 
Assim, Hoadley (1977) verificou que quando o nível de P. aeruginosa é 
superior a 100 ufc/lOOml, os banhistas estariam a ser expostos a doses 
intectivas para os ouvidos e olhos. Vicente et al. (1986) concluíram que o 
risco potencial de concentrações infectantes de P. aeruginosa é inferior a 
15% em praias com os padrões sanitários seguintes; 
CT50 < 1000 ufc/lOOml, CF50 e EF50 < 100-200 ufc/lOOml. 
Candida albicans - É um componente do microbiota do intestino de animais 
mamíteros e aves. e a sua ocorrência em águas está associada à 
contaminação tecal (Buck e Bubucis, 1978). Apresenta fraca sobrevivência 
em águas com salinidades similares à do mar (Norkrans, 1966). C albicans 
é responsável por provocar infecções micóticas. 
3.6. Os bacteriófagos como indicadores de poluição fecal 
Os bacteriófagos infectam quase todos os géneros bacterianos e encontram- 
se em ecossistemas naturais, nomeadamente em ambientes aquáticos. 
Os colifagos são bacteriófagos que infectam e se replicam em células de 
Eschenchia coli. 
A presença de colifagos em águas naturais está relacionada com poluição 
fecal e a sua sobrevivência nestes ambientes depende do processo de inactívação, 
devido a factores ambientais e ao processo de diluição (Borrego e Romero, 1985). 
A contaminação vírica constitui um problema importante da contaminação 
das águas. Os indicadores bacterianos da poluição fecal são inadequados para 
determinar o risco potencial dos vírus patogénicos entéricos. 
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O emprego dos coliformes e coliformes fecais como indicadores viricos tem 
sido questionado por diferentes autores. Detectaram-se vírus entéricos humanos em 
águas e em moluscos considerados seguros, usando os coliformes como indicadores 
(Fugate et ai, 1975). Portanto, toma-se necessário o emprego de indicadores mais 
relacionados com os virus entéricos. 
Os métodos de detecção de virus nas águas constam geralmente de duas 
fases; concentração da amostra e ensaio em culturas celulares. 
Há uma série de inconvenientes e problemas particulares associados à 
detecção de vírus de interesse para a saúde publica (Kott et ai, 1974; Grabow et ai, 
1984; Grabow, 1986), nomeadamente: 
- O tamanho pequeno dos virus; 
- As baixas concentrações dos vírus na água e a sua variabilidade; 
- Interferência, nos procedimentos de detecção, dos materiais 
dissolvidos e em suspensão na água; 
- Limitações nos métodos de identificação e na avaliação vírica: 
A eficiência dos métodos de adsorçào-eluiçào, utilizados 
para a recuperação dos virus, na água é muito baixa e 
excede muito raramente 50% para alguns vírus. 
Vírus como os da hepatite A, rotavirus, vírus Norwalk e 
alguns adenovírus não são detectados pelos métodos 
utilizados em análises de água. 
O tempo de incubação considerado para obter as placas é 
muito curto para a detecção de vírus de crescimento 
lento. 
- Necessidade de ensaiar grandes volumes de água para a sua 
detecção; 
- Exigência de instalações e infra-estruturas complexas; 
- Técnicas dispendiosas e delicadas; 
- Longos períodos de tempo para a obtenção de resultados. 
19 
Atendendo a estes inconvenientes toma-se necessário o emprego de 
microrganismos indicadores para a avaliação da qualidade virológica das águas. 
Os bacteriófagos, devido à sua morfologia, estrutura e composição, simulam 
melhor o comportamento das viroses na água, e podem então ser considerados 
indicadores fiáveis para este meio ambiente (Grabow, 1986). O uso dos bacteriófagos 
como indicadores da presença e comportamento de bactérias entéricas e de vírus 
animais tem sido muito atractivo devido à facilidade e ao baixo custo do ensaio de 
bacteriófagos. 
Considera-se que os colifagos sobrevivem nos ambientes aquáticos de forma 
comparável às viroses entéricas e, normalmente, durante mais tempo que as bactérias 
indicadoras (Kennedy et ai, 1985). Os bacteriófagos de E. coli têm sido o grupo mais 
usado apesar de se ter também estudado a aplicação de outros bacteriófagos como 
indicadores da poluição fecal (Havelaar et a/., 1984; Tartera e Jofre, 1987). 
Entre as estirpes de laboratório, E. coli C é a que dá contagens de placas de 
lise mais elevadas em relação às outras estirpes testadas (Ignazzito et ai, 1980: 
Havelaar e Hogeboom, 1983). 
As principais razões para propor os colifagos como indicadores de vírus 
entéricos foram detalhadas por Kott {1981 ): 
1. Os colifagos encontram-se sempre em concentrações elevadas nas águas 
residuais e nas águas naturais contaminadas. 
2. Os níveis de colifagos excedem sempre as concentrações de virus 
entéricos. 
3. Os colifagos são incapazes de se reproduzirem fora do organismo 
hospedeiro. 
4. Os colifagos podem ser detectados e enumerados por técnicas simples, 
obtendo-se os resultados Unais da análise num tempo muito menor que o 
necessário para a determinação dos vírus entéricos. 
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5. Alguns bacteriófagos sào mais resistentes, a inactivaçào pelo meio 
ambiente e por processos de desinfecção, que os virus entéricos. 
Existem evidências que desaconselham o uso dos colifagos como 
indicadores de vírus entéricos: 
- foram detectados vírus entéricos na ausência de colifagos, assim como o 
caso inverso (Vaughn e Metcalf, 1975; Deetz et ai, 1984); 
- a sua multiplicação em meio ambiente não natural, que depende entre 
outros factores, da presença de nutrientes suficientes e temperatura 
adequada para suportar o crescimento e a multiplicação das células 
hospedeiras (Borrego et ai, 1990); 
- a sua presença em águas não contaminadas (Seeley e Primrose, 1980). 
Devido a esta série de inconvenientes, foram propostos os bacteriófagos 
fímbria específicos e os bacteriófagos de microrganismos anaeróbios. 
Por apresentarem uma estrutura física e sobrevivência muito semelhantes 
aos vírus entéricos, os bacteriófagos F-específicos contendo RNA. são considerados 
por Havelaar (1987) os mais atractivos como microrganismos indicadores. Morinigo 
et ai (1992) não encontraram relações directas entre os fagos F específicos RNA e a 
poluição fecal, assim como não detectaram este grupo em amostras com níveis 
baixos de enterovírus (1-10 ufp / 10 1) em amostras de água do mar, no Sul de 
Inglaterra. Por outro lado, a visualização das placas de lise, produzidas por estes 
fagos, não é fácil e requer prática (Kfír et ai, 1990). A utilização dos fagos F- 
específícos poderá ser mais apropriada para representar o comportamento dos vírus 
entéricos em águas e águas residuais tratadas do que como indicadores de poluição 
fecal em geral (Flavelaar, 1987). 
No entanto, os bacteriófagos específicos de E.coli C, atendendo às suas 
características especiais, constituem um indicador alternativo dos indicadores 
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bacterianos e. em especial, dos coliformes fecais (Cornax, 1991), pelas razões 
seguintes: 
- técnicas de detecção e quantificação simples e económicas, obtendo-se os 
resultados num periodo de 12 a 18h: 
- encontram-se constantemente e em concentrações elevadas nas fezes 
humanas de individues sãos ou enfermos, estando o seu número relacionado 
com a concentração de coliformes fecais; 
- as condições para a sua multiplicação verificam-se unicamente em águas 
residuais ou em águas naturais com um elevado grau de contaminação; 
- do grupo de bacteriófagos são os que se apresentam em maior 
concentração em água residual, o que facilita a sua detecção. 
3.7. Bactérias saprófitas 
As bactérias saprófitas assim como os coliformes dão uma informação 
importante em relação à condição biológica e higiénica da água (Rheinheimer, 1977). 
O termo é aplicado a todas as bactérias heterotróficas capazes de se 
desenvolverem em meios nutritivos com agar e que podem ser quantificadas por 
contagem em placa. Estudos desenvolvidos por Rheinheimer (1977), permitiram 
concluir que as bactérias saprófitas reagem mais rapidamente a mudanças no seu 
meio ambiente que as outras bactérias, e reflectem o conteúdo de matéria orgânica 
facilmente degradável. Desta forma, este grupo de bactérias são um bom indicador da 
carga poluidora orgânica nas massas de água num dado momento (Rheinheimer et 
ai, 1989), dado que dão uma resposta quase imediata ao aumento da produção 
primária e às descargas terrestres. 
3.8. Número Total de Bactérias 
A avaliação do número de bactérias e da sua biomassa constitui um 
instrumento importante para se compreender o papel desempenhado por estes 
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microrganismos em qualquer ambiente, nomeadamente o marinho (Kepner e Pratt, 
1994). 
A estimativa do número de bactérias numa determinada amostra pode ser 
efectuada por diversos métodos, nomeadamente por contagem directa ao 
microscópio, contagem em placas e determinação do número mais provável. 
O método de contagem de microrganismos viáveis por sementeira em placa 
subestima significativamente o número de bactérias, numa determinada amostra, 
atendendo à existência de bactérias que embora metabolicamente activas não se 
desenvolvem em placa (viáveis mas não cultiváveis) (Daley, 1979; Kogure et ai, 
1979; Byrd et ai, 1991). 
Vários autores (Hoppe, 1976; Jannasch, 1979; Munro e Bianchi, 1986), ao 
compararem os resultados obtidos por contagem em placa, enumeração directa por 
observação ao microscópio, verificaram que o número de bactérias com capacidade 
de formar colónias em meios sólidos difere de várias ordens de magnitude em 
relação ao número obtido por contagem directa. 
Os métodos de contagem directa têm como principal vantagem a rapidez 
pois não necessitam de periodo de incubação para que as células metabolizem e se 
multipliquem. 
A contagem directa através da microscopia de epiflurescência e coloração 
por alaranjado de acridina tem vindo a ser amplamente utilizada e tem-se destacado 
como um método, rápido e eficiente para enumeração do número total de bactérias 
em amostras do ambiente (Zimmermann e Meyer-Reil, 1974; Hobbie et ai 1977; 
Daley, 1979; Pomroy, 1984; Herbert, 1990). 
Os fluorocromos mais frequentemente utilizados nos métodos de contagem 
directa são o cloreto 3,6-bi (dimetilamíno) acridinium (alaranjado de acridina) e o 
4,6-diamidino-2-fenilindoIe (DAPI) (Kepner e Pratt, 1994). 
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Revisões bibliográficas realizadas por Kepner e Pratt (1994) indicam que 
entre 1940 e 1980, aproximadamente 90% das enumerações bacterianas por 
contagens directas foram efectuadas aplicando como corante o alaranjado de acridina. 
Contudo, nesta última década a coloração por DAPI tem vindo a substituir 
rapidamente o alaranjado de acridina como corante de eleição. 
Ao comparar resultados obtidos em preparações coradas com alaranjado de 
acridina e com DAPI, Suzuky et al. (1993) obtiveram valores mais baixos em 
estimativas da abundância bacteriana em preparações coradas pelo fluorocromo 
DAPI. Estes autores recomendam a realização de algumas contagens pelo método de 
coloração com alaranjado de acridina de forma a avaliar o grau de subestimaçào 
quando se aplica como rotina o DAPI como corante. 
As diferenças verificadas entre os métodos de contagens directas através do 
microscópio de epiflurescência e os métodos de cultivo em placa, podem ser 
parcialmente atribuídas à agregação entre células bacterianas, microrganismos mortos 
e detritos (Kogure et ai, 1979) e células bacterianas fisiologicamente afectadas 
(Borrego, 1994). 
A quantificação, com auxílio do microscópio óptico, de bactérias coradas 
em membrana filtrante pode conduzir a resultados duvidosos dado ser practicamente 
impossível a diferenciação entre bactérias muito pequenas e partículas não específicas 
de tamanho semelhante. Por outro lado a subjectividade inerente à identificação 
óptica das bactérias limita as possibilidades de comparação dos dados obtidos por 
diferentes autores (Zimmermann, 1977). 
A utilização do microscópio electrónico de varrimento permite distinguir as 
bactérias dos detritos, através do critério da forma e da textura (Bowden, 1977). 
Este autor encontrou resultados semelhantes ao comparar contagens de 
bactérias em preparações coradas com alaranjado de acridina e em preparações 
observadas através do microscópio de varrimento. Face a estes resultados este autor 
concluiu que o microscópio electrónico de varrimento poderá ser utilizado na 
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avaliação quantitativa, sendo no entanto preferível o emprego do microscópio de 
epiflurescência. para trabalhos de rotina. O microscópio electrónico é um instrumento 
de observação muito potente, no entanto a coloração com alaranjado de acridina 
permite processar mais amostras em menos tempo e com custos mais baixos. 
Conhecem-se actualmente outros métodos que ainda não constituem uma 
alternativa para a avaliação rotineira da qualidade das águas, nomeadamente técnicas 
que envolvem provas genéticas e emprego de anticorpos tlurescentes. 
4. Qualidade microbiológica de águas para uso recreativo. Regulamentação 
higiénico-sanitária. 
Muitos dos critérios e regulamentos referentes à qualidade microbiológica 
de águas para fins recreativos, não se baseiam em estudos epidemiológicos, dado que 
estes são complexos e de difícil realização. 
No estabelecimento da regulamentação para a protecção da saúde pública 
interveêm, entre outros aspectos, a informação técnico-científíca, os interesses 
económicos, as caracteristicas sociais e culturais e o desenvolvimento tecnológico. Os 
critérios adoptados dependem do País e da Instituição que os emite. A maioria destes 
critérios baseiam-se nos limites para os coliformes. Estes não têm um valor absoluto e 
não podem ser estabelecidos de uma forma definitiva. Os critérios são continuamente 
revistos, à medida que novos dados, entre eles os epidemiológicos, vão sendo 
disponibilizados. Contudo há autores que recomendam a inclusão de limites para 
enterovírus, estreptococos fecais e colifagos (Grabow et ai, 1989). 
A avaliação da qualidade microbiológica é uma tarefa complexa, com a 
agravante das limitações conhecidas sobre a utilização dos indicadores clássicos. Em 
casos mais complicados seria necessário monitorizar todos os agentes etiológicos, 
incluindo os vírus, em conjunto com estudos epidemiológicos detalhados (Lord eí ai, 
1989). O desenvolvimento de técnicas analíticas, assim como o melhor conhecimento 
da ecologia dos microrganismos fecais, demonstram o interesse em considerar outros 
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indicadores microbianos, entre eles alguns patogénicos, nomeadamente os 
estreptococos fecais, ( lostndium perfringens, Pseudo monas aeruginosa, Salmonella, 
e alguns vírus entéricos e bacteriófagos (McCoy, 1971; Hoadley, 1977; Borrego, 
1982; Vicente, 1986; Comax, 1991; Helmer e/a/., 1991). 
Apresentam-se a seguir objectivos de qualidade microbiológica de águas 
para uso recreativo descritos pela Comunidade Económica Europeia (76/160/CEE; 
CE, 1994), Organização Mundial da Saúde (WHO/UNEP, 1979) e Ministério do 
Planeamento e da Administração do Território (Decreto-Lei n0 74/90). 
a - Directiva da Comunidade Económica Europeia (76/160/CEE). 
A vigilância da qualidade das águas costeiras, a partir da promulgação desta 
directiva, é de cumprimento obrigatório para todos os países integrantes da 
Comunidade. 
Esta norma toma em consideração os parâmetros microbiológicos e os 
físico-químicos, assim como as frequências de amostragem e as características das 
análises. Inclui os três indicadores microbiológicos mais comuns (CT, CF, e EF), 
assim como Salmonella e enterovírus, apesar destes últimos parâmetros só serem 
considerados quando se pressupõe a sua presença no meio. Os métodos 
recomendados são tanto a filtração por membrana, como os tubos múltiplos (NMP). 
Como recomendação encontram-se também os meios de cultura e períodos de 
incubação para cada grupo. Para os valores considerados guia, os limites fixam-se em 
500 CT/lOOml; 100 CF/lOOml; 100 EF/lOOml, em 80% das amostras. Por outro lado, 
os valores obrigatórios ou imperativos estabelecem-se em 10 000 CT/lOOml e 2 000 
CF/lOOml, em 95% das amostras. A Salmonella e os enterovírus deverão estar 
ausentes em I 1 e 10 1, respectivamente, da amostra. 
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b - Proposta de Directiva do C onselho das Comunidades Europeias, relativa a 
águas balneares (CE, 94/C 112/03). 
Em relação aos parâmetros microbiológicos, o documento acima 
reterenciado propõe os estreptococos fecais como um parâmetro de valor obrigatório, 
elimina a pesquisa de Salmonella e considera os bacteriófagos como um novo 
parâmetro a introduzir, atendendo às seguintes vantagens: 
- é um indicador de contaminação fecal; 
- é um vírus e inactiva-se na água aproximadamente com a mesma cinética 
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 enterovirus. indicando assim a sua possível presença; 
- a sua determinação não impõe equipamentos complexos. 
Estudos epidemiológicos realizados pela WHO/UNEP em Málaga e 
Fairagona (Mujeriego et ai, 1980a) indicam o potencial interesse na inclusão dos 
estreptococos fecais como um indicador adicional da qualidade da água. 
c - Organização Mundial da Saúde e Programa das Nações Unidas para 
o Meio Ambiente (WHO/UNEP, 1979b). 
Os critérios de qualidade em águas costeiras e de usos recreativos 
(WHO/UNEP, 1979b) determinam que uma zona de banho tem uma qualidade 
"satisfatória", quando a concentração de coliformes fecais é menor que 100 
CF/lOOml; e pode ser 'aceitável", quando a água na zona não apresenta mais de 1000 
CF/lOOml. Nas normas de qualidade, que se aplicam às zonas recreativas e de banho 
do Mediterrâneo, consideram-se como zonas "satisfatórias" e seguras, aquelas em 
que, pelo menos, sobre 10 amostras representativas da água analisada durante o 
período balnear, com um intervalo não superior a 14 dias, as concentrações de 
coliformes fecais (CF) e estreptococos fecais (EF) não excedam as 100 ufc/lOOml, em 
50% das amostras e as 1000 ufc/lOOml, em 90% das amostras. 
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d - Decreto-Lei n". 74/90 sobre as normas de qualidade da água 
(Portugal - Ministério do Planeamento e da Administração do Território). 
Na legislação portuguesa existe actualmente o decreto-lei n0 74/90. relativo 
à qualidade da água, que transpõe para o direito nacional algumas Directivas 
Comunitárias em relação às características que uma água tem que possuir de acordo 
com a sua utilização. Os critérios e normas de qualidade para águas recreativas 
constituem uma transposição da directiva comunitária 76/160/CEE. 
A Direcçào-Geral da Saúde adoptou uma classificação qualitativa, tendo em 
consideração os parâmetros microbiológicos, coliformes totais (CT) e coliformes 
fecais (CF). De acordo com esta classificação uma água é: 
- bptg quando pelo menos 80% dos resultados das análises efectuadas são 
inferiores ao valor máximo recomendável (VMR); 
- aceitável, quando pelo menos 95% dos resultados são inferiores ao valor 
máximo admissível (VMA); 
- má, quando mais de 5% dos resultados são superiores ao VMA. 
Quando se detecta a presença de Salmonella apenas numa análise, que seria 
classificada como boa ou aceitável quanto aos parâmetros coliformes totais e 
coliformes fecais, a classificação passará a aceitável. Será considerada má quando a 
presença de Salmonella é positiva em mais de uma análise. 
5. Sobrevivência microbiana no meio marinho. 
A maioria dos colifonnes e das bactérias entéricas, sendo habitantes do 
intestino dos animais homeotérmicos, encontram-se no meio aquático em trânsito, 
não sendo portanto ocupantes de longo termo nesse ecossistema. 
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Tratando-se de microrganismos alóctones, eles não se encontram bem 
adaptados às condições físico-quimicas da água, que constitui para eles um ambiente 
hostil. Com eteito, a água do mar constitui um ambiente adverso para a maioria dos 
microrganismos que se descarregam através de águas residuais, dificultando o seu 
desenvolvimento e sobrevivência (Chamberlain e Mitchell,1978; Crimes et ai, 1986), 
resultando numa diminuição da população (Colwell e Kaper, 1981). 
As observações de outros autores (Dawe e Penrose, 1978), indicam que os 
danos causados pela água do mar são grandes, mas a sobrevivência é também grande. 
Assim, para o caso dos microrganismos patogénicos, estes podem sobreviver durante 
tempo suficiente e em concentrações susceptiveis de produzir doenças (Fattal et al., 
1983). 
Não existe ainda um consenso sobre os factores responsáveis pela 
sobrevivência dos microrganismos telúricos no meio marinho, provavelmente pela 
complexidade do habitat marinho e da artificialidade dos métodos experimentais 
utilizados (Lessard e Sieburth, 1983). 
E geralmente aceite que a sobrevivência dos microrganismos de origem não 
marinha, em água do mar, é afectada por diferentes mecanismos. 
Existem muitos trabalhos científicos dedicados à análise da dispersão das 
bactérias telúricas no mar, os quais permitiram a elaboração de modelos matemáticos 
que continuam a ser melhorados. 
A inactivação microbiana, no meio marinho, ocorre por dois processos 
distintos - diluição física por difusão e pela combinação de factores físicos, químicos 
e biológicos (Borrego et ai, 1983). Entre estes factores podem-se citar; 
- Exposição à luz (Gameson e Gould, 1975; Mitchell e Chamberlain, 1975; 
Kapuscinski e Mitchell, 1981; Fujioka et ai, 1981; Fattal et «/., 1983; 
Cornax et al., 1990a). Atendendo ao fraco poder penetrante da luz 
ultravioleta na massa de água, reserva-se a maior importância para a luz 
visível. Gameson e Gould (1975), encontraram uma relação directa entre o 
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grau de insolação e a inactivaçào bacteriana, assim como uma actuação 
sinérgica da luz, com a temperatura ou a salinidade. Os valores mais 
elevados de inibição produzem-se a radiações solares fortes, temperaturas 
elevadas e salinidade alta. Curtis et ai (1992), concluíram que as 
substâncias húmicas, o pH e o oxigénio dissolvido são variáveis importantes 
no processo pelo qual a luz produz danos nos microrganismos. 
- Salinidade. Estudos desenvolvidos por Pereira e Alcântara (1993) indicam 
que saiinidades iguais ou superiores a 28 g/l exercem um forte efeito 
negativo em bactérias entéricas. Para os organismos alóctones no meio 
marinho, a salinidade óptima situa-se à volta de 0,9%, enquanto que no mar 
os valores deste parâmetro oscilam entre 3,3% e 3,8%. Esta situação pode 
provocar danos na célula microbiana, por choque osmótico ou por 
toxicidade específica do ião (Carluccí e Pramer, 1960a). 
- Temperatura. A temperatura é um factor importante no tempo de vida 
dos microrganismos e o seu efeito depende do microrganismo que se estude 
(Nunes, 1990). Incrementando o metabolismo e estimulando a predaçào e a 
antibiose, a temperatura contribui para a inactivação dos microrganismos 
(Vasconcelos e Swartz, 1976). 
- pH. O pH encontra-se entre os factores que influenciam a inactivação 
microbiana (Granai e Sjogren, 1981). 
- Oxigénio. A concentração do oxigénio dissolvido afecta a sobrevivência 
dos microrganismos (Kuznetsov, 1977), podendo pequenas variações na sua 
concentração provocar alterações importantes na população bacteriana 
(Rheinheimer, 1992). 
- Iões metálicos. Ao produzir inactivação dos sistemas enzimáticos, os iões 
metálicos contribuem para a destruição do microbiota marinho (Jones e 
Cobert, 1975). 
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- Disponibilidade de nutrientes. As substâncias, quer orgânicas quer 
inorgânicas, disponíveis no meio podem favorecer o inibir o 
desenvolvimento dos microrganismos (Rheinheimer, 1992; Sinclair e 
Alexander, 1984). 
- Depredação por bactérias, vírus e protozários. Este factor biológico que 
também contribui para a redução dos microrganismos é referido por 
diversos autores (Carlucci e Pramer, 1960b; Enzinger e Cooper, 1976; 
Borrego, 1982). 
- Processos de adsorção e sedimentação (Mitchell e Chamberlain, 1975; 
Geldreich, 1978; Gauthier, 1980). A dispersão dos microrganismos numa 
massa de água está dependente da forma como eles se apresentam. No 
estado livre, sem estarem adsorvidos em material particulado, os 
microrganismos deslocam-se na massa de água dependendo das condições 
hidrológicas locais. A maior parte das bactérias (98,5%) fixam-se a 
partículas de dimensões inferiores a 20 micra (Aubert, 1990). Outros 
microrganismos, desde que estejam adsorvidos a partículas de peso 
específico elevado, podem cair mais ou menos rapidamente, acumulando-se 
na superfície dos sedimentos. 
- Competição com o microbiota autóctone e antibiose. Podem aparecer no 
meio marinho, efeitos antagónicos ou potenciadores, devidos a outros seres 
vivos (bactérias ou algas, por exemplo) que podem afectar o 
desenvolvimento da população alóctone (Enzinger e Cooper, 1976; Cachola 
e Sampayo, 1984; Sinclair e Alexander, 1984 ; Aubert, 1990). 
Os mecanismos que podem intervir na evolução ou inactivação do 
microrganismo telúrico dependem da sua localização e podem ser diferentes se o 
microrganismo se encontra no sedimento ou no interior de algum animal (Huq et ai, 
1983). 
31 
Os resultados obtidos por Lessard e Sieburth (1983) sugerem que a 
inactivação microbiana é provavelmente devida a interacções complexas entre vários 
factores que dependem de cada ambiente em particular. 
Encontram-se, por exemplo, diferenças estatisticamente significativas entre 
os T90 (tempos estimados para que os microrganismos se reduzam a 10% do seu 
valor inicial) obtidos em zonas com características ecológicas similares. 
Os microrganismos contidos em águas residuais, depois de descarregados 
no mar. podem morrer, adaptar-se ao novo meio ambiente, ou podem entrar num 
estado fisiológico no qual a célula microbiana não estando activa também não está 
morta (Stevenson, 1978). O dano fisiológico sofrido pelas células microbianas pode 
resultar na incapacidade de crescer em meios de cultura selectivos utilizados nas 
análises de controlo microbiológico convencionais (Bissonnette et al., 1975; Hoadley, 
1981). A enumeração de bactérias de ambientes aquáticos, cultivadas em placas, 
resulta em várias ordens de magnitude mais baixas, em relação aos dados obtidos por 
observações directas ao microscópio (Stevenson, 1978). No meio aquático, os 
microrganismos entéricos sofrem alterações em relação á sua resposta a provas 
bioquímicas, o que pode dificultar a sua quantificação e identificação (Nunes, 1990). 
Os factores que afectam a sobrevivênca das bactérias entéricas constituem 
uma importante preocupação, dado que estes microrganismos são utilizados como 
índices de poluição em águas . 
Por outro lado, a sobrevivência dos microrganismos indicadores está 
relacionada com a sua qualidade de indicador. Detectaram-se microrganismos 
patogénicos em águas com concentrações de microrganismos indicadores baixas ou 
nulas (Dutka, 1973; Lucena et ai, 1982; Morinigo, 1987). A credibilidade de um 
microrganismo indicador para avaliar a qualidade microbiológica de uma água 
depende da relação entre a sobrevivência do indicador e a dos microrganismos 
patogénicos (McCambridge e McMeekin, 1980). 
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Muitos microrganismos patogénicos apresentam tempos de sobrevivência 
maiores que os microrganismos indicadores, ao mesmo tempo que os efeitos da 
tensão (stress) ambiental são menores (Crimes e Colwell, 1986). 
As taxas altas de inactivação verificadas para os coliformes totais e fecais 
no meio marinho, são uma limitação importante para a sua utilização como 
indicadores de poluição virai remota (Fattal et ai, 1983). Outros microrganismos, 
como os estreptococos teçais e vários grupos de bacteriófagos foram propostos como 
indicadores teçais alternativos devido à sua maior sobrevivência em águas marinhas 
(Comaxe/t//., 1990b). 
Foi estabelecido que a sobrevivência dos vírus entéricos em ambientes 
aquáticos é superior à das bactérias fecais. Vários trabalhos, relataram valores de 18 
meses em sedimentos e em caranguejos azuis (Goyal, 1984; Goyal et ai, 1984). 
Relativamente ao significado das bactérias em tensão (stress) no meio 
aquático McFeters e Singh (1991) concluiram que as bactérias entéricas danificadas, 
em meios aquáticos, têm o mesmo significado para efeitos de sanidade, que as células 
não afectadas. 
6. Poluição microbiológica em moluscos. 
A maior parte dos moluscos bivalves destinados ao consumo humano 
procedem de zonas, que se encontram frequentemente sujeitas a poluição fecal, o que 
toma imperiosa a necessidade do seu controlo sanitário. 
A contaminação dos moluscos é infuenciada pelo seu processo biológico. 
Um mexilhão, de sete a oito cm de comprimento, pode filtrar cm média, 43 litros de 
água em 24 h, podendo chegar a um máximo de 110 litros (Santiago, 1986). A taxa de 
acumulação no organismo filtrador depende do microrganismo considerado, já que se 
trata de um processo tundamentalmente físico de selecção do tamanho de partículas 
(Martinez-Manzanares et ai, 1992). 
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Os processos fisiológicos de respiração e alimentação dos moluscos, 
mediante a filtração da água do mar, permite utilizá-los como indicadores do grau de 
contaminação microbiológica das águas. Cabelli e Heffeman (1970) sugeriram que a 
quantidade de bactérias acumuladas pelos moluscos flltradores é proporcional ao 
número de bactérias existentes no meio aquático envolvente. 
Trabalhos desenvolvidos por Plusquellec et ai (1983) indicam que os 
mexilhões podem ser úteis na avaliação da qualidade de águas com baixos níveis de 
poluição, ao contrário de uma avaliação feita por análise directa da água. 
Os sedimentos são também utilizados para avaliar a qualidade das águas 
atendendo à sua capacidade em reter partículas. 
O risco potencial que representa para a saúde humana o consumo de 
moluscos contaminados, não pode ser deduzido pela análise indirecta da poluição da 
água de cultivo nem pelo estudo microbiológico do sedimento. Somente a análise 
directa do molusco proporciona um conhecimento adequado do seu perigo (Martinez- 
Manzanares, 1989). 
Os moluscos contaminados podem tornar-se sanilariamente seguros e 
aceitáveis para o consumo humano, mediante um processo de depuração. 
Contudo, há indicações que a depuração pode não ser um processo 
adequado para o tratamento de moluscos, pois não elimina todos os patogénicos, 
especialmente pequenas bactérias e vírus, como por exemplo o da hepatite A (Motes, 
1982). O sucesso da depuração depende do grau de contaminação da carne do 
molusco ao iniciar-se o processo (Mesquita et ai, 1991). 
Enumeram-se a seguir os principais grupos de microrganismos 
potencialmente patogénicos que se detectam em moluscos contaminados: 
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Salmonella - As tebres tifóide e paratifóide sào as enfermidades, que na 
Europa e na América do Norte, se encontram associadas ao consumo de 
mariscos (Wood, 1979). Para S. typhi e S. paraíyphi, a dose mínima 
infectiva é de uns poucos microrganismos (Bonde, 1981). Estudos de 
laboratório, mostram que a taxa média de acumulação oscila entre três a oito 
vezes relativamente à concentração do microrganismo na água (Martínez- 
Manzanares, 1989). 
Vibrio cholerae - Comprovou-se recentemente que os mariscos podem 
transmitir a cólera (Wood, 1979). 
Vibrio parahaemolyticus - No Japão, onde há um alto consumo de pescado 
crú, incluindo moluscos, verifíca-se também uma alta incidência de toxi- 
ínfecções produzidas por este microrganismo. 
Aeromonas hydrophila - Este microrganismo tem sido isolado de ostras 
implicadas em toxi-infecções alimentares (Abeyta et ai, 1986). 
Vírus - Existem provas várias que a hepatite virai de tipo A se transmite 
por intermédio dos moluscos contaminados (Mosley, 1964; Wood. 1979). 
Contudo não se conhecem provas conclusivas da transmisão de enterovirus 
pelos moluscos. 
7. Critérios de qualidade microbiológica para moluscos 
Vários países e alguns organismos internacionais estabeleceram critérios, 
baseados em microrganismos indicadores, para avaliar a qualidade dos moluscos 
destinados ao consumo humano. 
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a - Directiva da Comunidade Económica Europeia (79/923/CEE) 
Nesta directiva referente à qualidade das águas para cultura de moluscos, 
admite-se como máximo 300 colitonnes teçais por 100 gramas de músculo e líquido 
intervalvar. 
b - Directiva da Comunidade Económica Europeia (91/492/CEE) 
Nesta directiva encontram-se as normas sanitárias para a produção e 
colocação no mercado de moluscos bivalves vivos. Indica também, como valor 
máximo 300 coliformes teçais/lOOg de molusco e líquido intervalvar, quando o 
molusco se destina a consumo directo. Salmonella tem que estar ausente em 25 g de 
músculo e estabelece o valor limite de 6000 coliformes fecais/100 g para os moluscos 
admitidos à depuração. Quando os valores ultrapassam os 6000 coliformes 
lecais/lOOg os moluscos terão que passar por um período longo de transposição, 
acompanhados ou não de depuração. 
c- Decreto-lei 74/90 (Portugal-Ministério do Planeamento e da 
Administração do Território) 
A legislação portuguesa transcrita no decreto-lei n0 74/90 estabelece o 
mesmo valor da directiva da Comunidade Europeia (79/923/CEE). 
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OBJECTIVOS 
0 constante crescimento demográfico ao redor de zonas costeiras e esluarinas associado 
à talta de eficiência dos sistemas de tratamento de águas residuais traz como 
consequência alterações no ecossistema aquático, limitando a sua potencial utilização e 
provocando riscos sanitários devido à presença de microrganismos patogénicos. 
O objectivo global do presente trabalho consistiu no estudo das variações 
espaço-temporais do microbiota autóctone marinho para determinar a potencial 
alteração microbiológica, do ponto de vista ecológico das águas da Ria Formosa 
considerando três estações de amostragem com graus de influência de descargas fecais 
distintos. Por outro lado, estudou-se o grau de poluição das águas, a fim de seleccionar 
qual seria o melhor indicador para determinar o risco sanitário para os banhistas 
expostos e de toxi-infecções alimentares devidas ao consumo de moluscos 
contaminados. 
Para abordar este objectivo global foram colocados os seguintes objectivos 
parciais; 
1 - Estudo da variação temporal e espacial da abundância de microrganismos no 
sistema lagunar da Ria Formosa e sua relação com determinados parâmetros 
ambientais, de forma a contribuir para um melhor conhecimento sobre o estado actual 
deste ecossistema. 
2 - Estudo de indicadores da qualidade microbiológica de águas contaminadas. 
3 - Estudo de métodos de enumeração de estreptococos fecais e enterococos. 
4 - Sobrevivência dos indicadores de contaminação fecal no meio ambiente aquático. 
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CARACTERIZAÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO 
1. SITUAÇÃO GEOGRÁFICA 
A sudeste da costa portuguesa, mais precisamente no litoral algarvio, situa-se 
uma importante formação lagunar, denominada «Ria Formosa» ou Ria de Faro/Olhão 
(Figura 1). 
Este sistema lagunar, conjuntamente com a Ria de Aveiro e os Estuários do 
Fejo e do Sado, constituem a nível nacional, o grupo das zonas húmidas mais 
importantes. 
O presente estudo foi efectuado na parte ocidental da Ria Formosa, nas 
proximidades da cidade de Faro. 
A Ria Formosa estende-se por cerca de 55 km, desde o Ancão (37° F 30" N - 8o 
2' 30" W) a Cacela (37° 9' N - 7o 32' W), sendo a largura variável, podendo atingir os 
6 km, desde Faro ao Cabo de S. Maria. Apresenta uma forma triangular e uma área de 
cerca de 16 300 ha. Estima-se uma área submersa (preia-mar das marés vivas) em 
11 800 ha. (Monteiro, 1989). A sua extensão abrange os concelhos de Faro, Olhão, 
Loulé, Tavira e Vila Real de Santo António. 
Este sistema enquadra-se na definição de laguna intertidal, segundo Dronkers e 
Zimmerman (1982). Encontra-se protegido do Oceano Atlântico por um importante 
cordão dunar, de formação aluvionar, constituído por cinco ilhas barreira, que se 
encontra cortado por seis barras ou passes que establecem a ligação do mar com a área 
interior que engloba zonas de salinas, viveiros, ilhas de pequenas dimensões e um 
conjunto de canais fortemente ramificado. 
Pera (1986) considera a Ria Formosa como pertencente ao domínio dos 
estuários, atendendo à ausência de gradientes de salinidade significativos, à elevada 
taxa de renovação das águas e à baixa concentração de nutrientes. 
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2. CONDIÇÕES CLIMATOGRÁFICAS 
O clima do litoral algarvio é do tipo mediterrânico, atendendo aos seus verões 
quentes e secos, invernos amenos e precipitações fracas. 
Dados obtidos pelo sector de Agrometereologia da Direcção de Serviços de 
Experimentação e Fomento da Produção Agro-Pecuária (Direcção Regional de 
Agricultura do Algarve), na Estação do Patacão, que se encontra nas proximidades das 
zonas abrangidas por este estudo, permitiram retirar as informações, que a seguir se 
apresentam, referentes à temperatura do ar e precipitação nos anos de 1990 e 1991. 
Nos meses de Junho, Julho e Agosto, observaram-se as temperaturas mais altas 
que se situaram entre os 37,5 e 38° C. As temperaturas mais baixas (18,5 0C) 
registaram-se em Dezembro e Janeiro em 1990 e em Janeiro e Fevereiro em 1991. 
Em relação à precipitação, há a salientar que esta só atingiu valores superiores a 
70 mm nos meses de Fevereiro, Março e Dezembro, em 1990 e Abril e Dezembro de 
1991. Não se registou nenhuma precipitação no período que decorreu de Junho a 
Setembro de 1990 e, entre Abril a Setembro de 1991. 
3. GEOMORFOLOGIA 
O fundo da ria é constituído por um substracto arenoso e/ou vasoso onde se 
encontram areias, quer de grão grosseiro quer fino e argilas (lodos). As vasas 
apresentam materiais minerais de reduzidas dimensões e substâncias orgânicas, 
resultantes da decomposição da vegetação do sapal, não se verificando associações 
vegetais. 
As ilhas existentes no interior deste sistema lagunar são de reduzidas dimensões 
e resultam de mecanismos naturais ou da acumulação de materiais das dragagens dos 
canais principais. 
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Os canais são de profundidade variável, sendo os mais profundos os que 
permitem o acesso às áreas urbanas. A excepção dos canais principais, todo o interior 
da Ria é constituido por zonas intertidais, separadas por canais estreitos. 
4. CONDIÇÕES HIDROGRÁFICAS E QUÍMICAS 
A amplitude de marés é de cerca de 1 m nas marés mortas e 3 m nas marés 
vivas. 
A existência de várias barras, parece ser o resultado da troca dum grande 
volume de água, entre a laguna e o oceano (Phleger, 1969). 
As trocas de água com o mar são muito grandes e dão-se ao longo de cada ciclo 
de marés. 
De forma idêntica ao que se passa em lagunas de pequena profundidade, toda a 
coluna de água desloca-se no mesmo sentido, o qual se inverte com o ritmo das marés. 
A Ria Formosa não recebe qualquer entrada importante de água doce, visto afluirem 
simplesmente algumas ribeiras de pouco significado do ponto de vista hidraúlico 
(Barcelo e Magalhães, 1988) e o rio Gilão. Os rios que chegam à Ria só têm um caudal 
significativo em um ou dois meses por ano e durante um número limitado de dias. Na 
área de Faro, um rio pequeno. Rio Seco, transporta água somente em alturas em que 
chove torrencialmente. 
Durante as enxurradas, há a considerar uma importante quantidade de material 
sedimentar que é transportado para a laguna. As situações hidrológicas, no Verão e no 
Inverno, são assim muito diferentes. A influência da água doce no Verão é mínima, no 
entanto, há a assinalar um aumento considerável do caudal dos esgotos (Lima e Vale, 
1980). A dispersão dos produtos transportados pelos caudais efluentes está dependente 
das correntes de água e da turbulência que estas provocam, o que favorece a deposição 
dos materiais em suspensão (Muzavor, 1986). No interior da Ria, ao contrário do que 
41 
se passa nas barras, as velocidades das correntes são relativamente baixas, o que 
favorece a deposição dos materiais cm suspensão. Cortez e Gonçalves (em publicação) 
e Sampayo (em publicação) têm vindo a notar a diminuição do fluxo de água na Ria, 
considerando como causa provável o assoreamento dos canais, que establecem ligações 
com o oceano. Este facto é evidenciado pelo aumento dos dinoflagelados que requerem 
águas calmas e uma certa estratificação na coluna de água (Sampayo, em publicação). 
A coluna de água pode-se considerar homogénea, visto existir uma mistura vertical das 
águas, que é devida às velocidades das correntes associadas à pouca profundidade e 
também ao fraco contributo fluvio-continental (Dronkers e Zimmerman, 1982). Pode- 
se, portanto, considerar este ecossistema nitidamente influenciado pelo oceano (Lima e 
Vale, 1977). 
Os valores da salinidade mantem-se aproximadamente constantes ao longo do 
ano (Silva e Assis, 1970 ). Os valores ao longo do ano localizam-se a volta de 36%o, 
exceptuando durante períodos curtos e esporádicos, especialmente após chuvas fortes 
de inverno. Os valores observados variam entre 32,09 (Silva e Assis, 1970) e 38,10%o 
(Monteiro, 1989). As temperaturas médias das águas variam entre os 12° C no Inverno e 
26° C no Verão (INIP, 1979). 
Durante o decorrer do dia, a temperatura das águas pode variar de alguns 0 C. A 
temperatura máxima da água, na Ria Formosa, ocorre entre os meses de Julho e 
Setembro. Em relação às concentrações de oxigénio dissolvido, estas parecem variar 
com a maré, tendo sido registados valores superiores em preia-mar (Cunha e 
Massapina, 1984). Assis et al. (1984) e Cunha e Massapina (1984) observaram que a 
percentagem de saturação em zonas do interior da Ria é inferior em relação às zonas 
mais próximas das barras. 
No que respeita aos nutrientes, as suas concentrações na coluna de água 
dependem das trocas com o oceano e com os sedimentos dos diversos efluentes 
(domésticos, agrícolas e industriais), materiais carreados pelos rios e ribeiros e da 
presença de organismos bentónicos. 
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Na zona de Faro / Olhão, segundo Cortez e Gonçalves (em publicação) e Falcão 
e Vale (1990), os teores de amónio, nitrito e sílica decrescem desde o interior da ria até 
às barras. Observam-se para estes nutrientes, com excepção para o nitrito, que se 
encontra em concentrações muito baixas, valores mais elevados na situação de vazante. 
Trata-se, portanto, de nutrientes que são exportados da ria para o oceano. Pelo 
contrário, as concentrações observadas para os nitratos e fosfatos, decrescem das 
barras para o interior da ria, sendo as suas concentrações na enchente maiores que na 
vazante, pelo que se deduz que devem ser importados do mar. Nos teores de amónia 
tem-se verificado uma tendência para o aumento, sendo, provavelmente, devido ao 
aumento da poluição urbana. No inverno e em situações de muita pluviosidade, 
observa-se um acréscimo elevado nas concentrações dos nitratos. Sendo os nutrientes 
utilizados pela vegetação, verifica-se um decréscimo considerável, principalmente na 
Primavera. Esta situação não é tão clara para as zonas onde se verifica contaminação de 
origem antro pogénica. 
Estimativas feitas para cidade de Faro em termos de caudais domésticos, 
indicam débitos, na época alta à volta de 15.000 m3 / dia e 10.000 rri1 / dia na época 
baixa (Consultores de Engenharia Civil, 1986). 
Os valores normais encontrados para os nutrientes analisados por vários autores 
reflectem a capacidade de autodepuração deste sistema lagunar, atribuída à renovação 
das massas de água, à grande área de sapal (que absorve as concentrações excessivas) e 
à elevada percentagem de dias com elevada luminosidade (Lima e Vale, 1977; Ataíde e 
Benoliel. 1979; Pera, 1986; Falcão e Vale, 1990) 
5. FLORA E FAUNA 
As comunidades vegetais são variadas e encontram-se desde algas {Uiva, 
Enteromorpha, Fucus) até às fanerogâmicas, entre as quais se encontram plantas que 
vivem permanentemente imersas, como por exemplo a Zostera e outras que vivem 
quase sempre emersas, tal como algumas gramíneas e quenopodiáceas. 
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As comunidades dos sapais sào formadas principalmente por gramíneas 
halófilas. O fitoplâncton existente nas águas varia em termos de composição e 
quantidade, ao longo da laguna e do ano, dependendo da influência oceânica, dos níveis 
de poluição, dos nutrientes, entre outros (Silva e Assis, 1970; Assis eí al., 1984). 
O zooplâncton parece encontrar-se representado, duma forma dominante, por 
copépodes e por meroplâncton (Massapina, 1982). A fauna ictiológica, bentónica e 
ornitológica, está representada duma forma abundante e variada (Muzavor, 1986). 
O substracto é povoado por moluscos, crustáceos, equinodermes, vermes, 
celenterados, entre outros. Em relação aos peixes, importa salientar a existência de 
várias espécies de elevado valor comercial e que se encontram dependentes da Ria 
(Muzavor et ai, 1993). Entre essas espécies destacam-se o sargo {Diplodus sargus), a 
dourada ou safata {Sparus aura ta), a enguia (Anguilla anguilla), o linguado {Solea 
senegalensis), o robalo legítimo {Dicentrarhus lahrax) e o salmonete legítimo {Mullus 
surmuleíusj. 
Sob o ponto de vista ecológico, há a considerar uma zona delimitada, de água 
doce e salobra, o Ludo que alberga para nidificação um número importante de aves, 
sendo a maior parte delas migradoras. 
A Ria Formosa constitui um lugar de abrigo, alimentação e nidificação 
importante para um grande número de aves. Estima-se que a Ria acolhe, durante o 
Inverno, cerca de 80 000 aves aquáticas (V. Encarnação, 1995, com. verbal). 
6. POLUIÇÃO 
Nos últimos anos, o crescimento dos centros urbanos e o desenvolvimento das 
técnicas de agricultura intensiva tem vindo a aumentar, o que poderá constituir um 
perigo para a estabilidade deste ecossistema. 
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Comparando com as zonas húmidas mais importantes, nomeadamente a Ria de 
Aveiro, os Estuários do Tejo e do Sado, a Ria Formosa, ainda não foi muito afectada 
por agentes poluidores. A Ria de Aveiro e o Estuário do Tejo foram já gravemente 
prejudicados pelos efluentes industriais. No Estuário do Sado, os efeitos negativos da 
produção de adubos e das actividades do Estaleiro da Setenave, já se fizeram reflectir 
nos bancos de ostras e nos tanques destinados ao cultivo de peixes (INIP,1979). 
Em termos de formações estuarinas e lagunares, localizadas na costa algarvia, 
há ainda a considerar os estuários do Rio Arade e do Rio Guadiana e a Ria do Alvor. 
Trabalhos desenvolvidos por Coelho e Hall (1988), sobre a qualidade da água e 
moluscos bivalves da Ria do Alvor, sugeriram que este ecossistema se encontrava 
relativamente poluido sob o ponto de vista microbiológico; os valores imperativos 
estabelecidos pelas normas europeias para os indicadores de poluição fecal nunca foram 
excedidos, no entanto os valores guia foram muitas vezes ultrapassados. 
Amostragens mensais realizadas pelo Centro de Investigação Marítima do Sul - 
Instituto Português de Investigação Marítima e considerando os últimos cinco anos 
(dados ainda não publicados) indicam que mais de 80% das amostras de moluscos 
bivalves da Ria de Alvor e mais de 95% das amostras colhidas no Rio Arade 
apresentam valores superiores ao limite recomendado pela Comunidade Europeia e 
estabelecido na legislação portuguesa. 
Relativamente ao Rio Guadiana, estudos realizados no âmbito do projecto 
MEDSPA/COVERPLAM e relacionados com a qualidade da água na parte portuguesa 
da bacia do Guadiana, indicam que o nível de poluição neste rio é ainda reduzido 
sobretudo passada a influência de Badajoz (Costa et ai, 1992). 
Estudos, sobre a qualidade microbiológica das águas e moluscos bivalves da Ria 
Formosa, consideram o grau de poluição considerável e carente de medidas correctivas 
(Cachola e Nunes, 1974, 1985 e 1986; Lima e Vale, 1980; Cachola e Sampayo, 1984; 
Nunes, 1984 a, b; Cachola, 1990; Baptista, 1990, 1993). 
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Segundo Serafim e Bebiano (em publicação) os níveis de metais e 
organoclorados, encontrados em sedimentos e em amêijoas da Ria Formosa, foram 
baixos e apresentam variações estacionais muito acentuadas, particularmente nas 
proximidades de fontes de poluição. No entanto, o aumento das concentrações de 
cádmio e cobre nas águas da Ria Formosa, poderão pôr em risco a qualidade do recurso 
de amêijoa Ruditapes decussatus, por exemplo. 
7. ECONOMIA 
A orla terrestre deste sistema lagunar é caracterizada por uma elevada densidade 
populacional 184 hab./ km". Estima-se para o concelho de Faro (Instituto Nacional de 
Estatistica Censo, 1991), uma população residente de 50.761 habitantes. Dados 
constantes no Projecto de Execução do Sistema Interceptor e Estação de Tratamento 
das Águas Residuais da Cidade de Faro (Consultores de Engenharia Civil, 1986) 
referem-se a estimativas na época baixa, de cerca de 50.000 habitantes e em época alta, 
cerca de 65.000 habitantes. 
As principais actividades com interesse económico existentes na área da Ria 
Fonnosa dependem da exploração dos recursos deste sistema lagunar: pesca, 
moluscicultura, piscicultura, extracção de sal, areias e turismo. A indústria 
transformadora, a agricultura e a sivicultura não são significativas. Atendendo à elevada 
produtividade, observada neste tipo de ecossistemas, a aquacultura é uma das 
actividades que muito beneficiam destes sistemas lagunares. 
As salinas da Ria Formosa contribuiam com cerca de metade da produção do 
país. 
Na zona intertidal vaso-arenosa, de cerca de 50 km" desenvolve-se um 
importante cultivo de moluscos bivalves. 
A Ria Formosa é a principal zona produtora de moluscos bivalves, dado que 
contribui com cerca de 95% da produção nacional (Cachola, 1990). O número de 
viveiros legalizados é de 1.516, que ocupam uma área de 400 hectares. Esta actividade 
envolve 8.000 pessoas (R. Cachola, 1995, com. verbal). 
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Fem-se verificado, nos últimos anos, um decréscimo na produção de amêijoa, 
que agravado com o surto de mortalidade, reduziu a produção para valores da ordem 
das 3200 ton/ano (R. Cachola, 1995, com. verbal). 
Por outro lado, várias espécies de peixes, de grande valor comercial e de 
interesse para a piscicultura, dependem da ria, pois aí vivem temporariamente, sob a 
forma de subadultos ou juvenis. 
Para que se possa continuar a explorar estes valiosos recursos, é indispensável 
que as águas residuais sejam tratadas de uma forma eficiente e que existam centros de 
depuração de moluscos bivalves (Conclusões e Recomendações do "1° Encontro sobre 
a Ria Formosa", Nov. 1992; em publicação). 
Quanto a actividades lúdicas, há a considerar os 55 km de praias, que se 
estendem pelo cordão dunar assim como uma capacidade de alojamento importante . 
Embora tenha já sido afectada por alguma intervenção de origem antropogénica, 
a Ria Formosa preserva ainda grande parte das suas características naturais e do seu 
valor ecológico e paisagístico, contrastando com o avançado estado de degradação que 
caracteriza a generalidade dos sistemas de barreira do litoral mediterrânico europeu 
(Andrade, 1990). 
A zona que inclui a Ria Formosa foi classificada como Reserva Natural, desde 
1978 pelo Decreto n0 45 de 2 de Maio do mesmo ano (Portugal - Ministério da 
Habitação e das Obras Públicas). Existe um plano de ordenamento para a Reserva 
Natural, que data de Outubro de 1985. Através do Decreto Lei n0 373/87 (Portugal - 
Ministério do Planeamento e da Administração do Território) o estatuto de Reserva foi 
alterado para o de Parque Natural, tendo sido elaborado um novo plano de 
ordenamento, que data de Junho de 1986. A preservação, conservação e defesa deste 
importante sistema lagunar, que é a Ria Formosa, constitui um dos objectivos do 
Parque Natural da Ria Formosa. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
1. MATERIAL 
1.1. Zonas de amostragem e colheita de amostras 
Antes de se estabelecer o piano de amostragem definitivo, foram efectuados 
trabalhos de pré-amostragem que permitiram seleccionar os locais, hora e 
periodicidade. 
As estações de colheita de amostras para avaliação da qualidade microbiológica 
das águas da Ria Formosa foram escolhidas de forma a obter ambientes aquáticos, que 
à partida, se esperava apresentarem graus de contaminação distintos, atendendo ao seu 
posicionamento em relação a fontes poluentes (Figura 2). 
Para a selecção dos locais de colheita, também se tomou em consideração o 
acesso, de forma a não tomá-lo dependente de outro tipo de transporte para além do 
rodovário, tentando desta forma assegurar que as amostras fossem sempre recolhidas 
nas datas e horas previstas. 
Desta forma a estação denominada Portas do Mar (PM), é a que se encontra 
mais próxima dos principais efluentes domésticos, industriais e agrícolas não tratados, 
da cidade de Faro. Nas proximidades desta estação localiza-se uma área importante de 
viveiros de moluscos bivalves. E também um local de acostagem de barcos de 
transporte de veraneantes. A profundidade neste local de amostragem é, em maré cheia 
de aproximadamente 2 metros. Nas proximidades desta estação é frequente observar-se 
a prática de desportos náuticos, principalmente canoagem, remo e vela. 
A estação Ponte Cais (PC) embora mais afastada, ainda se pode considerar sob 
influência de esgotos domésticos. Esporadicamente esta zona é também afectada pelos 
resíduos emitidos pelos navios acostados ao Porto de Faro, para efeitos de docagem. 
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A estação Ilha (I) constitui o local de amostragem mais distanciado das fontes 
poluidoras. Nas suas redondezas também se encontram viveiros de bivalves. Durante o 
Verão esta zona é utilizada para fins recreativos, com contacto directo com a água. 
A colheita das amostras de água foi sempre efectuada entre as 9 e as 11 h da 
manhã, utilizando frascos esterilizados de vidro com um litro de capacidade. 
As amostras foram colhidas a aproximadamente 30 cm da superfície da água. 
Para atingir a profundidade desejada os frascos de vidro eram colocados numa 
armação de metal lastrada e munida de cabo para abertura controlada. 
Para assegurar um transporte em condições adequadas de temperatura, os 
frascos contendo as amostras, eram colocados em mala térmica portátil com 
acumuladores de frio. As análises foram sempre efectuadas dentro de um período que 
nunca ultrapassou as 4 horas que se seguiram à colheita da amostra. 
Para o estudo de meios selectivos de estreptococos fecais foram colhidas, 
amostras de água doce em poços situados nos concelhos de Faro e Loulé. A 
contaminação destas águas é esporádica e tem como origem principal fezes de animais 
domésticos. As amostras representativas do ambiente aquático marinho foram colhidas 
na estação Portas do Mar. 
Foram também colhidas amostras de moluscos bivalves da espécie Mytilus 
edulis, nas estações Ponte Cais e Ilha aquando das colheitas de água, o que permitiu 
estabelecer comparações entre os resultados de ambas as análises. 
1.2. Periodicidade e número de amostras 
1.2.1. Estudo sobre a variação espaço-temporal de microrganismos indicadores e 
patogénicos em águas da Ria Formosa 
Durante o período que decorreu entre Março de 1990 a Março de 1992 foram 
colhidas mensalmente amostras de água nas estações referenciadas como Portas do 
Mar, Ponte Cais e Ilha Recolheram-se um total de 25 amostras para cada estação. 
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Para obtenção de condições de amostragem similares nas diferentes colheitas, 
estas foram sempre efectuadas 2 horas antes da baixa-mar e aproximadamente à mesma 
hora do dia. 
1.2.2. Moluscos bivalves 
Foram colhidas um total de 10 amostras, ao longo das diferentes estações do 
ano. 
1.2.3. Estudo sobre meios selectivos para estreptococos fecais 
Para a realização deste estudo foram colhidas 13 amostras de água da Ria 
Formosa na estação Portas do Mar, durante o período que decorreu de Março a 
Dezembro de 1992. De Maio a Junho de 1993, colheram-se 6 amostras de águas de 
poços de água doce situados nos Concelhos de Faro e Loulé. 
1.3. Microrganismos 
Foram utilizadas as estirpes bacterianas apresentadas na tabela 1 para a 
quantificação de colifagos, para o teste de crescimento qualitativo de estreptococos 
fecais e para o estudo de sobrevivência em laboratório. 
Para a conservação das estirpes utilizaram-se culturas de 18 h em tubos com 
caldo triptona de soja, aos quais se adicionou glicerol a 20%, esterilizado, de forma a 
obter uma concentração final de aproximadamente 3%. As culturas assim preparadas, 
foram conservadas a temperaturas de aproximadamente -20° C, em tubos de Eppendorf 
(0,5 - 1 ml). 
1.4. Meios de cultura 
Para a aplicação dos diferentes testes que composeram o presente estudo, 
foram utilizados vários meios de cultura e soluções que se descrevem a seguir. A 
reconstituição dos meios de cultura disponíveis no circuito comercial, foi efectuada de 
acordo com as instruções do fabricante. 
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Tabela 1. Listagem dos microrganismos utilizados no presente estudo 
Microrganismo 
Origem Aplicação 
Bacteroides frágil is HSP40 Univ. Málaga- dep. Enumeração de bacteriófagos 
de Microbiologia somáticos de B. frágil is 
Escherichia coli C ATCC 13706 Enumeração de colifagos 
somáticos 
E. coli C CECT 381 Enumeração de colifagos 
somáticos 
Enterococcus faecalis ATCC 8213 Crescimento em meios selectivos 
para estreptococos fecais (EF) 
E. faecalis ATCC 19433 Crés. em meios selectivos para EF 
E. faecium ATCC 10541 Cres. em meios selectivos para EF 
Saltnonella typhimurium Univ. Málaga- Dep. Enumeração de bacteriófagos F- 
WG49 (F+) de Microbiologia específícos 
Salmonella typhimurium Univ. Málaga- Dep. Enumeração de bacteriófagos 
WG45 ( F-) de Microbiologia somáticos de Salmonella 
Streptococcus equinus CECT 973 Cres. em meios selectivos para EF 
S. mi tis CECT 804 Cres. em meios selectivos para EF 
Staphylococcus aureus NCTC 8532 Cres. em meios selectivos para EF 
S. epidermidis NCTC 4276 Cres. em meios selectivos para EF 
E. coli NCTC 9001 Cres. em meios selectivos para EF 
Klebsiella aerogenes NCTC 418 Cres. em meios selectivos para EF 
K. pneumoniae ATCC 13883 Cres. em meios selectivos para EF 
Proteus vulgaris CECT 484 Cres. em meios selectivos para EF 
Salmonella typhimurium ATCC 13311 Cres. em meios selectivos para EF 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 Cres. em meios selectivos para EF 
Bacillus stearothermophilus NCTC 10003 Cres. em meios selectivos para EF 
Candida albicans INSA 969 Cres. em meios selectivos para EF 
ATCC, American Type Culture Collection; CECT, Colección Espanola de Cultivos Tipo; NCTC, 
National Collection of Type Cultures; INSA, Instituto Nacional de Saúde (Portugal). 
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1.4.1. Meios de inoculo e pré- enriquecimento 
1.4.1.1. Agua de peptona tamponada 
Meio proposto por Edel e Kampelmacher (1969), para o pré-enriquecimenlo de 
Salmonella. 
Composição: 
Peptona de carne (Difco) 10 
Cloreto de sódio (Oxoid) 5 
Fosfato dissódico.12 F^O (Merck) 9 
Fosfato monopotássico (Merck) 1,5 
pH: 7,2 
Após dissolução dos componentes, esteriliza-se a 121° C durante 15 min. 
1.4.1.2. Caldo tríptona de soja (Oxoid) 
Meio de cultura, muito nutritivo, que permite o crescimento de microrganismos 
fastidiosos. Foi utilizado no presente trabalho para cultura de Escherichia coli C e K12. 
1.4.1.3. Caldo triptona-extracto de levedura-glucose (TYG) 
Empregou-se este caldo para a cultura de Salmonella typhimuhum WG45 e 
WG49. Para a enumeração dos seus bacteriófagos este caldo foi suplementado com 
agar (1,4%). 
Composição: 
Tripticase peptona (Difco) 10 g 
Extracto de levedura 1 g 
Cloreto de sódio 8 g 
Agua destilada 1000 ml 
pH: 7,2 
Este meio é esterilizado em autoclave a 121° C. Após o seu arrefecimento junta- 
se-lhe uma solução estéril de glucose (Analema) (1 g/ 1) e de cloreto de cálcio 2 FEO 
(0,3 g /1). 
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1.4.1. 4. Caldo Bruceila Modificado (Tartera e Jofre, 1987) 
Este caldo foi utilizado para a cultura de Bacteroides fragilis HSP40. 
Composição: 
Caldo Bruceila (Difco) 28 g 
L-cisteína clorídrico (Merck) 10 g 
Sulfato de magnésio. 7 H2O 0,12 g 
Cloreto de cálcio 0,05 g 
Agua destilada 1000 ml 
pH: 7,2 
O meio de cultura é distribuído em frascos de vidro de 50-100 ml. e borbulha-se 
com CO2 (80%) e N2 (20%) até se obter uma atmosfera anaeróbia. Posteriomente os 
frascos são selados com uma tampa de borracha e uma chapa metálica e esterilizados 
em autoclave a 120° C. 
1.4.1. 5. Caldo de infusão de cérebro e coração (BHIB) (Difco) 
Utilizou-se este caldo no estudo de enumeração de estreptococos fecais como 
meio base ao qual se adicionaram substâncias inibitórias. 
1.4.1 6. Agar Columbía (Oxoid) 
Utilizou-se para o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, com incubação a 
42° C ± 0,5° C. 
1.4.1 7. Agar de infusão de cérebro e coração (BHI) (Difco) 
Este meio foi utilizado no presente estudo para subcultivar colónias de 
estreptococos. 
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1.4.2. Meios de enriquecimento 
1.4.2.1. Caldo MacConkey (Oxoid) 
Meio utilizado para a detecção e quantificação de coliformes, através da técnica 
dos tubos múltiplos, quer para o teste presumptivo, quer para o confirmativo. Para 
inocular volumes de 10 ml de amostra, emprega-se em concentração dupla. 
1.4.2.2. Caldo azida dextrose (Meio de Rothe) (Difco) 
Meio selectivo para a detecção de estreptococos em amostras de água e 
esgotos. Foi empregue como prova presumptiva na técnica dos tubos múltiplos. 
Usaram-se concentrações duplas, para inóculos de 10 ml. 
1.4.2.3. Caldo etilo violeta azida (EVA; Meio de Litsky) (Difco) 
Este caldo constitui um meio selectivo para a detecção e confirmação de 
estreptococos fecais, pela técnica dos tubos múltiplos. 
1.4.2.4. Caldo Rappaport-Vassiliadis (bioMérieux) modificado 
Usado para o enriquecimento selectivo de Salmonella, em amostras de água e 
moluscos, empregando a técnica dos tubos múltiplos. 
A modificação proposta por Morinigo et a/.(1986) consiste na adição de 10 
pg/ml de novobiocina sódica (Sigma) ao caldo Rappaport-Vassiliadis (bioMérieux). 
1.4.3. Meios de enumeração pela técnica da membrana filtrante 
1.4.3.1. Agar mEndo LES (Difco) 
Meio selectivo e diferencial usado para o isolamento e enumeração de 
coliformes totais. 
1.4.3.2. Agar mFC ( Difco ) 
Meio selectivo utilizado para quantificação de coliformes fecais. 
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1.4.3.3. Agar mEnterococcus (Difco) 
Meio selectivo usado para o isolamento e enumeração de enterococos. 
1.4.3.4. Agar KF (Difco) 
Meio selectivo aplicado para o isolamento e enumeração de estreptococos 
fecais. Este meio é suplementado, previamente à sua utilização, com 1 ml / 1 de uma 
solução a 1% de cloreto de trifenil tetrazolium. 
1.4.3.5. Agar Bile Esculína (Difco) 
É um meio diferencial utilizado para o isolamento e identificação presumptiva 
de estreptococos do grupo D de Lancefield. 
1.4.3.6. Agar Bile Esculina Azida (Agar Pfizer) (Difco) 
Meio selectivo empregue para o isolamento e identificação presumptiva de 
estreptococos do Grupo D de Lancefield. 
1.4.3.7. Meio basal de Barne (Agar de acetato de tálio) (Biolife) 
Este meio foi usado para a detecção de enterococos em fontes de contaminação 
heterogénea. E suplementado com uma solução de cloreto 2-3-5 tetrazolium a uma 
concentração final de 0,01%. 
1.4.3.8. Agar Kanamícína Esculína Azida (KEA) (Oxoid) 
Neste meio de cultura utilizado para o isolamento de estreptococos do grupo D 
de Lancefield, os sais biliares que actuam como agente inibidor, são substituídos por 
kanamicina. 
1.4.3.9. Agar Mitis Salivaríus (MS) (Difco) 
Este meio de cultura suplementado com uma solução de telurito a 1%, foi 
empregue para o isolamento e identificação de estreptococos fecais, especialmente do 
grupo viridans (S. mitis e S. salivarius). 
1.4.3.10. Agar selectivo para Pseudomonas aeruginosa (Diagnostícs Pasteur) 
Meio selectivo para a contagem de bacilo piociânico. 
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1.4.3.11. Agar BiGGY (Oxoid) 
Este meio foi usado para a enumeração de Condida albicans. 
1.4.3.12. Agar dextrose Sabouraud (Difco) 
Meio usado para a contagem de Candido albicans. Para aumentar a sua 
selectividade suplementa-se com cloranfenicol (Sigma) na proporção de 1 mg / ml de 
meio. 
1.4.4. Meios para contagem directa 
1.4.4.1. Agar para contagem em placa (PCA) (Oxoid) 
Utilizado para a contagem de microrganismos heterotróficos totais e como 
meio de referência nos estudos para o crescimento qualitativo, selectividade e 
exactidão. 
1.4.4.2. Agar brando 
Empregou-se na detecção e quantificação de colifagos, como meio para verter 
em placa. 
Composição (g/l) 
Triptona 
Cloreto de sódio 
Agar 
Agua deionizada 
pH: 7,2 
Esteriliza-se a 121° C, durante 15min. 
1.4.4.3. Agar triptona de soja (TSA) (Oxoid) 
Utilizado como meio de isolamento e obtenção de massa, assim como meio de 
referência nos testes de crescimento qualitativo, selectividade e exactidão. 
10 g 
10 g 
7 g 
1000 ml 
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1.4.4.4. Agar de ZoBeil a 35%o (Rheinheimer, 1977) 
Este meio foi usado para contagem de microrganismos saprófítos que crescem 
em meios com salinidades na ordem de 35%o 
Composição: 
Peptona (Difco) 5 g 
Extracto de levedura (Difco) 1 g 
Agar (Difco) 15 g 
Agua do mar filtrada e envelhecida 1000 ml 
pH: 7,6 
Esteriliza-se a 120° C, durante 15 min. 
1.4.4.5. Agar de ZoBeil a 17,5%o (Rheinheimer, 1977) 
Meio usado para a contagem de microrganismos saprófítos que crescem em 
meios com salinidades na ordem de 17,5%o 
Composição: 
Peptona (Difco) 5 g 
Extracto de levedura (Difco) 1 g 
Agar (Difco) 15 g 
Agua do mar filtrada e envelhecida 500 ml 
Agua destilada 500 ml 
pH: 7,6 
Esteriliza-se a 120° C, durante 15 min. 
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1.4.4.6. Agar Scholten modificado (MSA) (Havelaar e Hogeboom, 1983) 
Meio não selectivo utilizado para a detecção e contagem de bacteriófagos de 
Eschehchia coli. 
Composição: 
Extracto de carne 12 g 
Extracto de levedura 3 g 
Peptona 10 g 
Cloreto de sódio 3 g 
Carbonato de sódio 0,72 g 
Sulfato de magnésio .7H2O 0,12 g 
Agar 12 g 
Água destilada 1000 ml 
pH: 7,2 
Esterilizar a 121° C durante 15 min. Deixar arrefecer até atingir uma 
temperatura entre 45-50° C, e antes de se proceder à distribuição do meio em placas 
adiciona-se uma solução de cloreto de cálcio 2 H2O a 3%, esterilizada por filtração. 
1.4.4.7. AgarXilose Lísína Desoxicolato (XLD) (Oxoid) 
Meio selectivo e diferencial, para a confirmação e isolamento de Salmonella. 
1.4.4.8. Agar Base Sangue Modificado (Tartera e Jofre, 1987) 
Meio utilizado para a enumeração de bacteriófagos do género Bacteroides. 
Composição: 
Agar Base Sangue N0 2 40 g 
L-cisteína clorídrica 0,05 g 
Sulfato de magnésio 7 H2O 0,12 g 
Água destilada 1000 ml 
pH: 7,2 
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O meio Agar Base Sangue Modificado é esterilizado em autoclave a 121° C 
durante 15 min e suplementado com uma solução estéril de cloreto de cálcio (0,05 g/1). 
1.4.5. Meios para provas bioquímicas 
1.4.5.1. Agar com ferro de Kligler (Oxoid) 
Utilizou-se para testar a capacidade dos microrganismos fermentarem a glucose 
e a lactose, assim como a produção de ácido sulfídrico e gases. 
1.4.5.2. Agar esculina (Difco) 
Através da utilização deste meio comprova-se a capacidade dos microrganismos 
hidrolizarem a esculina. 
1.4.5.3. Agar A de King (bioMérieux) 
Empregou-se para verificar a presença de pigmentos na identificação de 
Pseudomonas aeruginosa. Este meio favorece a produção de piocianina e outros 
pigmentos fenacínicos. 
1.4.5.4. Agar B de King (bioMérieux) 
Utilizou-se para confirmação de Pseudomonas aeruginosa. 
1.4.5.5. Caldo de ureia-indol (bioMérieux) 
Utilizado para o estudo de bactérias produtoras de enzimas urease e 
triptofanase. 
1.4.5.6. Discos de ONPG (Difco) 
Empregues para detectar a existência nos microrganismos da enzima p- 
galactosidase. 
1.4.5.7. Galerias do sistema API (bioMérieux) 
Utilizaram-se para identificação das estirpes isoladas. A sua aplicação depende, 
do grupo ou género a que o microrganismo em estudo pertence (API STAPH; API 20 
NE; API 20 E; API 20 STREP). 
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1.5. Soluções 
1.5.1. Sôro fisiológico a 0,85% 
Utilizou-se para preparação de suspensões de culturas puras de estreptococos 
fecais. 
1.5.2. Agua do mar envelhecida (ZoBell e Grant, 1943) 
Empregue em estudos de sobrevivência e na preparação de meios de cultura. A 
água foi colhida no Oceano Atlântico, em mar alto, encontrando-se assim, 
relativamente livre de contaminação antropogénica. Após filtração, procedeu-se ao seu 
envelhecimento em recipientes de vidro e ao abrigo da luz durante um período de vários 
meses (superior a três). 
1.5.3. Solução tampão fosfato (APHA, 1985) 
Usou-se como solução diluente e para lavagem dos copos de filtração utilizados 
na técnica de filtração por membrana. 
Composição: 
Solução-mãe ("stock"): 
Fosfato monopotássico 34 g 
Água destilada 1000 ml 
pH: 7,2 
Juntam-se 1,25 ml da solução-mãe e 5 ml de uma solução de cloreto de 
magnésio (81,1 g de MgCl2- 6H2O / litro de água destilada). Esteriliza-se em autoclave 
a 121° C, durante 15 min. 
1.5.4. Água de peptona salina (ICMSF, 1978) 
Empregou-se como diluente nas homogeneizações e para efectuar diluições 
decimais de amostras de moluscos. 
Composição: 
Peptona 1 g 
Cloreto de sódio 8,5 g 
Água destilada 1000 ml 
pH: 7 
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Após a dissolução dos componentes, esterilizar a 121° C, durante 15 min. 
1.5.5. Formalina (37%-39%) 
Empregou-se para fixar amostras e na preparação do corante alaranjado de 
acridina. 
1.5.6. Solução de Lugol 
Foi empregue no método de coloração de Gram, como fixador do primeiro 
corante. 
1.5.7. Solução de amido 
Dissolver 1 g de amido solúvel em 100 ml de água destilada. Ferver durante 
alguns minutos. Esta solução não deve ser mantida por períodos superiores a uma 
semana, podendo ser estabilizada com Iml de fenol. 
Este indicador foi utilizado na determinação do oxigénio dissolvido, tendo-se 
aplicado o método de Winkler modificado por Grasshoff (1976). 
1.6. Reagentes 
1.6.1. Reagente para a prova da catalase (Smibert e Krieg, 1981) 
Utiliza-se o peróxido de hidrogénio a 3% como reagente para esta prova. 
1.6.2. Reagente para testar a citocromo-oxidase 
Podem ser utilizados para este teste discos já preparados (bioMérieux), ou 
preparar a solução. 
1.6.3. Telurito de potássio a 1% (Difco) 
Este reagente é utilizado na preparação do Agar Mitis Salivarius. 
1.6.4. Cloreto de trifeníl 2- 3-5 tetrazolium a 1% (Difco) 
Para adicionar ao meio de Agar KF. 
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1.6.5. Hidróxido de potássio (KOH) a 3% 
Foi utilizado para estudar o comportamento microbiano em relação à reacção ao 
Gram. 
1.6.6. Reagentes para a determinação do oxigénio dissolvido (Winkler, com 
modificações descritas por Grasshoff, 1976) 
a - Solução de manganês (Winkler 1) 
Dissolver 40 g de MnCl 2. 5H2O em água destilada e perfazer o volume a 100 
ml. 
b - Solução alcalina de iodeto (Winkler 2) 
Dissolver numa quantidade mínima de água destilada e em separado 60 g de Kl 
e 30 g KOH. Juntar as duas soluções e perfazer a 100 ml. Esta solução deve ser 
guardada em frasco de vidro escuro. 
c - Acido sulfúrico 
Adicionar cuidadosamente 50 ml de ácido sulfúrico a 50 ml de água destilada, 
d - Solução de tiossulfato de sódio 
Dissolver 49,5 g de Na2 S2 O3 . 5 H 2O em água destilada e perfazer a 1000 ml. 
Para uso, esta solução é diluída com água destilada na proporção 1:10. A solução é 
conservada em frasco de vidro escuro. 
e - Solução padrão de iodato de potássio 
Dissolver, exactamente, 325 mg de KH (IO3) 2 ou 356,7 mg de KIO3 em água 
destilada e perfazer exactamente a 1000 ml. Esta solução é estável por dois meses. 
63 
1.7. Corantes 
1.7.1. Solução de alaranjado de acridína 
Este corante é aplicado na determinação do número total de bactérias por 
contagem directa em microscópio de epiflurescência. 
Composição: 
Alaranjado de acridina (Merck) 0,3 g 
Formalina a 37-39% 10 g 
Água destilada 290 ml 
1.7.2. Solução de violeta de metilo (modificação de Jensen, descrita por 
Cruíckshank et ai., 1975) 
Composição: 
Violeta de metilo 5 g 
Água destilada 1000 ml 
Este corante foi empregue na coloração diferencial de Gram. 
1.7.3. Solução de vermelho neutro (modificação de Jensen, descrita por 
Cruickshankera/., 1975) 
Composição: 
Vermelho neutro 1 g 
Ácido acético a 1% 2 ml 
Água destilada 1000 ml 
Utilizado na coloração diferencial de Gram. 
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1.8. Soros 
1.8.1. Soros polivalentes, anú-Salmonella 
Foram utilizados para efectuar a confirmação serológica: 
- Soro anti-grupos somáticos-0. Grupo D\ factores 1,9, 12 (Difco). 
- Soro anti-grupos somáticos-0. poli A-I e Vi (Difco). 
1.8.2. Soro humano 
O soro humano foi empregue para observação de tubos germinativos, na 
identificação de Candida albicans. 
2. MÉTODOS 
Neste trabalho foram analisadas amostras de água provenientes da Ria 
Formosa, nas quais foram determinados parâmetros físico-quimícos e microbiológicos, 
e, unicamente parâmetros bacteriológicos em moluscos bivalves provenientes das 
mesmas estações de amostragem. 
Foram considerados os seguintes parâmetros: 
a. Físico-químicos: 
- Temperatura 
- Transparência 
- Salinidade 
- Oxigénio dissolvido 
b. Microbiológicos: 
- Microrganismos mesófilos que crescem a temperaturas de 22° 
C e a 37° C 
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- Microrganismos saprófitos que crescem a 35%o e a 17,5%o de 
salinidade 
- Coliformes totais 
- Coliformes fecais 
- Estreptococos fecais 
- Salmonella 
- Pseudomonas aeruginosa 
- Candido albicans 
- Bacteriófagos somáticos de Escherichia 
No âmbito deste trabalho foram feitos estudos sobre 
estreptococos fecais onde foram utilizados os seguintes agares, 
por membrana: 
- m Enterococcus; 
-KF; 
- Bilis Esculina Azida; 
- Kanamicina Esculina Azida (KEA); 
- Meio basal de Bame; 
- Mitis Salivarius (MS); 
e os seguintes caldos na técnica dos tubos múltiplos: 
- Azida Dextrose; 
- Etilo Violeta Azida. 
Ainda neste trabalho foi elaborado um estudo da sobrevivência de indicadores 
fecais na água do mar, nomeadamente: 
- Coliformes fecais; 
- Coliformes totais; 
- Estreptococos fecais; 
- Bacteriófagos somáticos de Escherichia coli C e Escherichia coli Kl2; 
- Bacteriófagos Fímbria específicos e somáticos de Salmonella', 
- Bacteriófagos somáticos de Bacteroides fragilis. 
coli C 
meios selectivos para 
na técnica de filtração 
66 
2.1. Processamento das amostras 
2.1.1. Amostras de água 
Para a determinação do número total de bactérias foram utilizadas sub-amostras 
de 20 ml fixadas a 2%, imediatamente após a colheita da amostra, com uma solução de 
formol (37%-39%) esterilizada por filtração. 
Para a determinação dos restantes parâmetros microbiológicos as amostras não 
sofreram tratamento prévio, tendo sido feitas diluições decimais seriadas, utilizando 
solução tampão fosfato (1.5.3.) e imediatamente semeadas em meios adequados a cada 
pesquisa. 
2.1.2. Moluscos 
Eliminaram-se os mexilhões que apresentavam as valvas permanentemente 
abertas ou danificadas, assim como os indivíduos mortos. As conchas foram 
cuidadosamente lavadas em água da torneira corrente, usando uma escova e uma faca 
de extremidades rombas para remover a lama, a fauna e flora epífitas. Em seguida, 
foram secos com papel absorvente e as conchas limpas com algodão embebido em 
álcool etílico. As valvas foram abertas, após o corte do músculo adutor, utilizando um 
bisturi esterilizado. Quer o líquido intervalvar, quer a parte edível foram depositados 
numa caixa de Petri, estéril e tarada, para fins de pesagem. 
Para a pesquisa de coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais, 
foram pesados 30 g de músculo e líquido intervalvar. que se diluiram 10 vezes em água 
de peptona salina (1.5.4). 
Para a pesquisa de Salmonella, pesaram-se 25 g de músculo e líquido 
intervalvar, aos quais foi adicionado 225 ml de água de peptona tamponada (1.4.1.1.). 
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As suspensões foram colocadas em sacos estéreis e homogeneizados durante 90 
s, em homogeneizador «Stomacher 400» (Seward Laboratory, London). Para a 
pesquisa dos microrganismos indicadores de contaminação fecal (coliformes totais, 
coliformes fecais, estreptococos fecais), efectuaram-se imediatamente diluições 
decimais seriadas. 
2.2. Parâmetros físíco-químicos 
2.2.1. Transparência 
A transparência da água está dependente da matéria orgânica que nela se 
encontra em suspensão e da quantidade de fitoplâncton. A determinação da 
transparência da água, através da utilização do disco de Secchi, permite estimar a 
diminuição de intensidade da luz na água. A profundidade abaixo da qual se deixa de 
ver o disco, profundidade de visibilidade, é uma medida da transparência da água. 
Determinou-se a transparência da água por medição com o disco de Secchi de 
30 cm de diâmetro, com sectores alternados preto e branco, munido de um cabo 
marcado de centímetro em centímetro. 
2.2.2. Temperatura 
A temperatura foi determinada usando o termómetro de mercúrio instalado na 
garrafa de Nansen e graduado ao décimo de grau centígrado. 
2.2.3. Concentração de oxigénio dissolvido 
Aplicou-se o método de Winkler com as modificações descritas por Grasshoff 
(1976). 
Trata-se de um método iodométrico e baseia-se na adição à amostra, de 
hidróxido de manganês II, seguida duma solução fortemente alcalina de iodeto. A 
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oxidação do hidróxido de manganês pelo oxigénio dissolvido origina um precipitado de 
hidróxido de manganês de valência elevada. Na presença de iões de iodo e subsequente 
acidificação, o hidróxido de manganês passa a um estado bivalente, com libertação de 
iodo equivalente ao conteúdo de oxigénio dissolvido na amostra. Utilizando uma 
solução padrão de tiossulfato de sódio titula-se o iodo libertado. 
Para recolha das amostras de água, utilizou-se uma garrafa de Nansen de 2 litros 
de capacidade, a partir da qual se transferiu cuidadosamente a água para frascos de 
vidro calibrados. Ainda no local de amostragem, juntou-se a cada um dos frascos, os 
reagentes de Winkler 1 e 2. A recolha das amostras para cada estação foi feita em 
duplicado. 
2.2.4. Salinidade 
A salinidade foi registada, através de medição directa, utilizando uma 
multisonda, CTD 100 plus, da empresa alemã SIS, seguindo as instruções do 
equipamento. 
Para cada amostra foram efectuadas três determinações. 
2.3. Parâmetros microbiológicos 
As análises microbiológicas feitas através do emprego da técnica da filtração por 
membrana foram efectuadas considerando 5 replicados. Os resultados apresentados 
referem-se a médias destes replicados. 
A técnica dos tubos múltiplos foi realizada utilizando séries de três tubos. A 
interpretação dos resultados dos tubos de fermentação é feita através do cálculo do 
Número Mais Provável usando as tabelas de McCrady descritas por Rodier (1984). 
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2.3.1. Contagem por incorporação em agar (APHA, 1985) 
E um método simples e padronizado para determinar o número de 
microrganismos numa amostra líquida. Baseia-se na hipótese de que as células 
microbianas contidas na amostra originam cada uma delas colónias visíveis e 
individualizadas, após um determinado período de incubação a temperatura adequada. 
Cabcas de Petri esterilizadas de 100 x 15 mm são semeadas por inoculação de 
volumes 1 e 0,1 ml da amostra não diluída e de Iml das diluições decimais seguintes. 
Após a sementeira, verte-se em cada caixa aproximadamente 12 a 15 ml do 
meio de cultura que se encontra em sobrefusão a 45 ± 0,5° C. A amostra é bem 
distribuída no agar mediante movimentos giratórios da placa, alternando num e noutro 
sentido. Após solidificação do meio de cultura, as placas são invertidas e incubadas em 
aerobiose. 
Decorrido o período de incubação, procede-se à contagem do número total de 
colónias desenvolvidas utilizando um contador de colónias Quebec. Para efectuar os 
cálculos consideram-se somente as contagens compreendidas entre 30 e 300 colónias, 
que são expressas em unidades formadoras de colónias por 100 ml (ufc / 100 ml). A 
expressão dos resultados é feita de acordo com a fórmula que se segue: 
ufc / 100ml= N/(VxD)x 100 
sendo N a média dos replicados 
V o volume inoculado 
D a diluição semeada. 
2.3.1.1. Microrganismos mesófilos a 37° Cea 22° C 
Para a realização desta pesquisa empregou-se como meio de cultura, agar para 
contagem em placa (PCA, Difco). 
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Em relação a estes microrganismos foram íeitas determinações para os que 
crescem a37±l0Cea22 ± 1° C. O período de incubação para o primeiro caso foi de 
48 h e para o segundo 72 h. 
2.3.1.2. Microrganismos saprófitos que crescem em meios com salínidades de 37%o 
e 17,5%. 
Como meios de cultura, foram empregues os agares de Zobell descritos em 
1.4.4.4 e 1.4.4.5. A incubação foi feita em condições de aerobiose, à temperatura de 37 
± 10C, durante 5 dias. 
2.3.2. Técnica dos tubos múltiplos e quantificação dos microrganismos pelo 
método do Número Mais Provável (NMP) 
2.3.2.1. Detecção e quantificação de Salmonella (Morinigo et al., 1986) 
Para esta pesquisa emprega-se uma adaptação da técnica dos tubos múltiplos. 
Alíquotas de 100 ml da amostra filtram-se através de membranas com diâmetro 
de poro de 0,45 pm. Após filtração, dobram-se as membranas sobre si próprias e 
introduzem-se em tubos com 10 ml de água de peptona tamponada (1.4.1.1.). Volumes 
de 1 e 0,1 ml inoculam-se directamente nos tubos. Quando se trata de amostras de 
moluscos, os homogeneizados são inoculados directamente nos tubos. Para cada 
amostra foram inoculados tubos (séries de três) contendo meio de pré-enriquecimento, 
que são incubados a 36 ± TC, durante 24 h. Decorrido o período de incubação, repica- 
se 0,1 ml de cultura de cada tubo de água de peptona tamponada para tubos com 10 ml 
de caldo de Rappaport e Vassiliadis. aos quais se adicionou Novobiocina (10 pg/ml). 
Os tubos são incubados a 43 ± 0,5oC, durante 48-72 h. Após o tempo de incubação, de 
cada tubo que apresente turvação, faz-se um isolamento por estria em placas de agar 
xilose-lisina-desoxicolato (1.4.4.7.), que se incubam a 36 ± Io C, durante 18 a 24h. As 
colónias vermelhas com centro negro são submetidas à prova de Kligler (Smibert e 
Krieg, 1981). Esta prova serve para determinar a fermentação da glucose e da lactose, 
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assim como a produção de gás e ácido sulfídrico. É feita em tubos inclinados, de agar 
com ferro de Kligler (1.4.5.1.). A sementeira é feita por picada, no íundo, e estria na 
parte inclinada. Incuba-se a 36 ± 10C, durante 18 a 24 h. A viragem do indicador para 
amarelo, em toda a extensão do tubo, indica que houve fermentação quer da glucose 
quer da lactose. Se a mudança do indicador só se verifica no fundo do tubo, houve 
somente fermentação da glucose. O aparecimento de um precipitado negro no fundo do 
tubo indica a produção de ácido sulfídrico. A presença de bolhas de ar no seio do agar é 
sinónimo da produção de gás. As salmonelas são glucose positiva, lactose negativa 
(excepto alguns casos) e a maioria produz ácido sulfídrico e gás. Após esta confirmação 
bioquímica, passa-se à identificação serológica, utilizando-se anti-soros comerciais 
(Difco). 
A quantificação das salmonelas existentes na amostra de água foi calculada por 
interpretação dos resultados dos tubos de fermentação utilizando tabelas de 
probabilidades de McCrady descritas por Rodier (1984). Os resultados são expressos 
em NMP/ 100 ml de amostra. 
A identificação a nível da espécie, foi realizada no Instituto Nacional de Saúde 
Dr. Ricardo Jorge, Instituição de referência para a identificação de Salmonella. 
2.3.2.2. Detecção e quantificação de estreptococos fecais 
A técnica de fermentação em tubos múltiplos foi também empregue no estudo 
dos meios selectivos para estreptococos fecais e em testes de crescimento qualitativo 
de diferentes microrganismos (Tabela 1). 
Para a prova presumptiva, empregou-se o caldo de azida e dextrose, e para a 
prova confirmativa o caldo EVA (Caldo Litsky). 
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a - Caldo de azida dextrose (Rothe) 
A série de tubos após inoculação é incubada a 37 ± Io C durante 48 h. São 
considerados positivos os tubos que apresentarem crescimento microbiano, o que se 
traduz pela turvação do caldo de cultura. 
b - Caldo Etilo Violeta Azida (EVA) ( Litsky) 
Transfere-se 1 ml dos tubos que apresentam crescimento no caldo de azida 
dextrose para tubos com caldo EVA. Após a sementeira, os tubos são incubados a 37 ± 
Io C, durante 48 h. A turvação do meio, acompanhada ou não de um depósito de cor 
violácea, constitui indicação de um teste positivo. 
2.3.3. Método de filtração por membrana 
A aplicação deste método foi feita de acordo com as recomendações da APHA 
(1985). O objectivo principal consiste na concentração dos microrganismos existentes 
na amostra, através da passagem desta por um filtro de membrana cujo tamanho dos 
poros é inferior ao diâmetro do microrganismo em estudo. Posteriormente, a membrana 
é colocada em meios de cultura apropriados para o isolamento e quantificação dos 
microrganismos a estudar. As condições de incubação dependem do microrganismo em 
causa, assim como do meio de cultura utilizado. 
Foram empregues membranas celulósicas de 0,45 pm de diâmetro de poro 
(Millipore, tipo HA), excepto para as pesquisas de Pseudomonas aeruginosa, nas quais 
se utilizaram membranas de diâmetro 0,22 pm (Millipore, tipo GS), e para Candido 
albicans onde as membranas usadas foram de 1,2 pm de diâmetro (Nucleopore). 
Para efectuar o cálculo do número de microrganismos isolados, a contagem 
deve em princípio, ser realizada em membranas que contenham entre 20-80 colónias. 
Sempre que as contagens forem superiores ao número máximo de colónias, do intervalo 
acima referido, utiliza-se para o cálculo o menor valor obtido. Quando as contagens 
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forem inferiores ao limite mínimo, escolhe-se o maior valor obtido. Os valores são 
expressos em ufc / 100 ml. 
Este foi o método aplicado para a enumeração dos microrganismos abaixo 
discriminados. 
2.3.3.1 . Coliformes totais 
Após a filtração da amostra as membranas foram cultivadas em placas com agar 
mEndo Les (1.4.3.1.). A incubação foi feita em aerobiose a 36 ± Io C, durante 24 h. 
Consideram-se típicas as colónias desenvolvidas neste meio que apresentem cor rosa 
escuro ou vermelha, com brilho verde metálico. 
2.3.3.2. Coliformes fecais 
O meio de cultura utilizado foi o agar mFC (1.4.3.2.). A incubação decorre 
durante um período de 24 h à temperatura de 44 ± Io C. Consideram-se coliformes 
fecais todas as colónias que se desenvolvem neste meio apresentando coloração azul. 
2.3.3.3. Estreptococos fecais 
Para o isolamento e enumeração de estreptococos fecais ulilizaram-se os meios 
de cultura e procedimentos que a seguir se descrevem: 
a - Agar mEnterococos 
Após a filtração da amostra, as membranas foram cultivadas em placas com agar 
mEnterococcus e incubadas a 37 ± Io C, durante 48 h. Os estreptococos fecais 
aparecem nas membranas como colónias de cor rosa a castanho escuro de 0,5 - 3 mm 
de diâmetro. 
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b - Agar KF 
As placas são incubadas durante 48 h a 37 ± Io C. Todas as colónias vermelhas 
ou rosas foram consideradas como sendo estreptococos fecais. 
A redução dos agentes selectivos azida de sódio e cloreto de trifenil tetrazolium 
traduz-se pelo aparecimento de uma coloração vermelha nas colónias que crescem na 
sua presença. 
c - Agar Bile Esculína e Agar Bile Esculína Azida 
Estes dois meios utilizam como princípio o facto dos estreptococos do grupo D 
de Lancefield hidrolizarem a esculina formando esculetina e dextrose. A esculetina 
combina-se com o citrato férrico do meio, formando um complexo castanho escuro ou 
negro, que é a indicação de um resultado positivo. Os sais biliares inibem o crescimento 
das bactérias gram-positivas, exceptuando os estreptococos do grupo D. As bactérias 
gram-negativas são inibidas pela azida de sódio. 
d - Meio basal de Barne 
Após a inoculação as placas são incubadas a 37 ± Io C, durante 48 h. São 
consideradas típicas todas as colónias com centro vermelho ( S. faecalis), vermelho 
forte ( S. lactis), brancas ou rosa. 
e - Meio de Kanamícina esculína azida 
As placas inoculadas são incubadas a 37 ± Io C, durante 24 h. Considera-se um 
resultado positivo para a pesquisa de estreptococos do grupo D de Lancefield, quando 
se observa um halo negro à volta das colónias. 
f - Agar Mitis Salivarius 
As placas são incubadas durante 24 h a 37 ± Io C. Neste meio as colónias típicas 
apresentam-se como se descreve a seguir: 
S. mitis - forma colónias pequenas de aproximadamente 0,2 mm de cor azul; 
S. salivarius - colónias de 1-5 mm de diâmetro, lisas ou rugosas, do tipo gota 
de resina ("gum drop"); 
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Enterococos - colónias azuis escuras, brilhantes e ligeiramente elevadas, de 
1-2 mm de diâmetro. Os coliformes crescem raramente e formam 
colónias acastanhadas. 
2.3.3.4. Pseudomonas aeruginosa (P.a.) 
Para a detecção e quantificação deste microrganismo foi empregue o agar 
selectivo para Pseudomonas aeruginosa (1.4.3.10). Utilizam-se membranas com 
diâmetro de poro de 0,22 pm (Millipore, tipo GS). A temperatura de incubação é de 36 
± 1° C, durante 48 h. São consideradas suspeitas todas as colónias que apresentem cor 
esverdeada. A confirmação é feita através da observação do crescimento em 3 meios: 
agar A de King (1.4.5.3.), agar B de King (1.4.5.4.) e agar Columbia (1.4.1.6.). A 
temperatura de incubação para os 2 primeiros meios éde36± l0Ce para o último é 
de 42 ± Io C. 
2.3.3.5. Condida albicans (C.a.) 
Para a pesquisa deste microrganismo, utilizam-se membranas com diâmetro de 
poro de 1,2 pm (Nucleopore). 
Foram empregues dois meios para o isolamento e quantificação desta levedura, 
agar BiGGY (1.4.3.11.) e agar Sabouraud com cloraníenicol (1.4.3.12.). 
A temperatura de incubação é de 37 ± 1° C, sendo as placas examinadas 
diariamente até um máximo de 3 dias. Em agar BiGGY as colónias de Candida 
albicans são de cor castanha a preta. Em agar Sabouraud as colónias típicas deste 
microrganismo são despigmentadas ou rosa muito pálido. As colónias suspeitas foram 
inoculadas em soro humano e incubadas a 36 ± Io C, durante 3 horas para observação 
da produção de tubos germinativos (Cruickshank et al., 1973; APHA, 1985). 
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2.3.4. Método de dispersão usando ansa de Drígalski e Conradi 
No presente estudo, este método foi utilizado para a determinação da exactidão 
dos diversos meios selectivos para estreptococos fecais. Consiste em semear em placas 
de Petri com meio de cultura apropriado, um inoculo inferior a 0,5 ml. e assegurar uma 
distribuição homogénea com auxílio de uma ansa de Drigalski e Conradi esterilizada. 
2.3.5. Métodos de contagem directa para a enumeração de bacteriófagos 
2.3.5.1. Bacteriófagos de Escherichia coli C (Borrego e Romero, 1985) 
Emprega-se esta técnica para amostras com mais de 10 bacteriófagos por 
100 ml. 
Adicionou-se 1 ml da amostra ou 1 ml de uma diluição da mesma, a tubos 
contendo 3 ml de agar brando (1.4.4.2.) à temperatura de sobreílisão, mais 0,2 ml de 
uma cultura em fase logarítmica de Escherichia coli C. Agita-se suavemente entre as 
mãos e verte-se sobre uma placa de Agar Scholten modificado (MSA). Depois da 
solidificação, as placas incubam-se invertidas a 36 ± TC, durante 12 a 16 h. Os 
resultados são referidos como placas de lise, partindo do princípio que cada placa de 
lise é produzida por uma partícula fágica. Para a expressão dos resultados aplica-se a 
fórmula referida em 2.3.1. 
2.3.5.2. Bacteriófagos Fimbria-específicos e somáticos de Salmonella 
A enumeração de fagos ARN F-específicos foi executada em conformidade com 
a técnica descrita por Havelaar e Hogeboom (1984). 
Adicionou-se 1 ml da amostra de água a tubos com caldo triptona-extracto de 
levedura-glucose (TYG) e 1 ml de cultura de Salmonella typhimurium WG49 em fase 
exponencial. Após homogeneização, o conteúdo dos tubos é vertido sobre placas de 
agar TYG. As placas são incubadas a 36 ± Io C, durante 12 a 16 h. 
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Foram realizadas contagens paralelas de bacteriófagos utilizando como bactéria 
hospedeira S. typhimurium WG45 com o objectivo de avaliar possíveis interferências 
por fagos somáticos de Salmonella e por fagos ADN F-específicos. 
2.3.5.3. Bacteriófagos de Bacteroides fragilis (Cornax et al., 1990c) 
Para a enumeração de bacteriófagos de Bacteroides fragilis HSP40 foi utilizada 
a técnica descrita por Tartera e Jofre (1987) e modificada por Cornax et al. (1990). 
As amostras de água foram descontaminadas através de filtros de 0,45 pm 
(Millipore HA), previamente tratados com 10 ml de uma solução estéril de extracto de 
carne a 3% (pH: 9,5). 
Tubos contendo 3 ml de caldo Brucella modificado (1.4.1.4.), suplementado 
com 0,7% de agar e mantidos a 45° C foram inoculados com 1 ml de amostra de água e 
1 ml de uma cultura de Bacteroides fragilis em fase exponencial. Após agitação, o 
conteúdo dos tubos é vertido em placas de agar base sangue modificado (1.4.4.8.). As 
placas são incubadas a 36° C durante 18 - 24 h no interior de uma jarra de anaerobiose 
(Gas Pak, BBL) com atmosfera de H2 e CO2. 
2.3.6. Identificação das bactérias desenvolvidas em meios selectivos para 
estreptococos fecais 
As colónias desenvolvidas sobre a membrana filtrante, nos diferentes meios 
selectivos, foram isoladas em placas de agar triptona de soja (TSA), incubadas a 37 ± 
10 C, durante 24 h. 
a - Obtenção de massa 
As colónias após isolamento, são semeadas em tubos com agar inclinado 
triptona soja e incubadas a 37 ± Io C, durante 24 h. 
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b - Técnica de diferenciação de bactérias gram-positivas e gram-negativas 
sem coloração - Prova do KOH (Fluharty e Packard, 1967; Buck, 1982) 
As bactérias foram classificadas em gram-positivas e gram-negativas, utilizando 
uma solução do KOH a 3%, previamente colocada numa lâmina porta-objectos com 
auxílio da ansa, agita-se continuamente a suspensão, durante 60 s. Com este tratamento 
as paredes das células gram-negativas rompem-se, deixando escapar o material celular, 
transformando a suspensão numa massa espessa e viscosa. 
No presente trabalho aplicou-se também a técnica de coloração modificada por 
Jensen e descrita por Cruickshank et ai, 1975). 
c - Prova de cataiase (Smibert e Krieg, 1981) 
Este teste realiza-se em colónias que cresceram num meio de agar triptona soja, 
juntando algumas gotas de peróxido de hidrogénio a 3%. A produção imediata de 
bolhas é indicativo de resultado positivo. 
d - Prova de oxidase (Smibert e Krieg, 1981) 
O teste etéctua-se quer utilizando o reagente descrito em 1.6.2. e preparado no 
mesmo dia a ser utilizado, ou através de discos preparados (bioMérieux). No primeiro 
caso utiliza-se a solução impregnada em disco de papel de filtro Whatman de cerca de 5 
cm" colocado numa caixa de Petri vazia. Coloca-se no centro do papel 3 gotas de 
reagente. Com auxílio de uma pipeta Pasteur de ponta fechada retira-se uma porção 
da cultura desenvolvida em agar Triptona de Soja (TSA) e estende-se sobre o papel 
impregnado de reagente numa zona de 4,5 mm. A prova é positiva se ao fim de 10 
segundos se desenvolver uma coloração violeta na zona do papel onde se estendeu a 
cultura. Para o caso de se utilizar disco já preparado seguem-se as instruções do 
fabricante. 
e - Teste de crescimento de culturas puras 
Utilizaram-se culturas axénicas de 15 microrganismos conforme a tabela 1. 
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As culturas foram obtidas semeando as estirpes em caldo Triptona de Soja 
(TSB), incubando a 37 ± Io C durante 18 h. Utilizando uma ansa calibrada, procedeu- 
se à sementeira em 5 meios sólidos selectivos (m Enterococcus, KF, BEA, KEA e meio 
basal de Bame) um meio de controlo (PCA), fazendo em cada um deles uma estria de 
aproximadamente 3 cm. Foram também semeados 2 meios líquidos (caldo Azida 
Dextrose e caldo Etilo Violeta Azida). As placas e os tubos inoculados foram incubados 
à temperatura de 37 ± Io C. 
O crescimento foi observado e registado decorridas 24, 48 e 72 horas após a 
sementeira. Para cada meio de cultura e estirpe efectuaram-se 3 replicados. 
f - Especificidade dos métodos (meios de cultura e procedimento utilizados) 
Considerando as colónias desenvolvidas nos diferentes meios de cultura, 
isolaram-se de cada filtro onde se obteve um intervalo óptimo de colónias (entre 20 a 
80 colónias), aproximadamente a raiz quadrada do número de colónias quer típicas quer 
não típicas. Posteriormente procedeu-se à verificação, confirmação e identificação. As 
colónias isoladas em placas de agar de triptona de soja (incubação a 36 ± Io C, durante 
24-36 h) foram testadas quanto às reacções de gram e da catalase. Os cocos gram- 
positivos em cadeias e catalase negativos foram subcultivados em agar infusão de 
cérebro e coração (BHI) (Difco), sendo após incubação a 36° C durante 24 h, 
conservados a 4o C. As culturas de reserva foram congeladas em glicerol a 10% e 
mantidas a -20° C. As colónias seleccionadas como sendo estreptococos ou 
enterococos foram posteriomente submetidas ao sistema de testes especificados por 
Facklam e co-autores (1989, 1991). Foram aplicados os testes propostos por Devriese 
et al. (1991) com o objectivo de diferenciar os enterococos de outros estreptococos 
fecais. Dentro destes testes incluiram-se o crescimento em caldo de infusão de cérebro e 
coração ao qual se suplementou NaCl a 6,5%, hidrólise da esculina, resistência à azida 
de sódio e redução do cloreto de trifenil 2-3-5 tetrazolium. A confirmação final foi 
acompanhada com galerias do sistema API 20 STREP (bioMérieux). 
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g - Selectividade 
O critério de selectividade dos meios de cultura, baseia-se no principio que os 
agentes inibidores presentes na sua composição, devem reduzir a flora acompanhante 
do microrganismo em estudo, pelo menos 1000 vezes (Levin e Cabelli, 1972). O 
número médio de colónias encontrado nos meios de controlo (PCA) é considerado 
como o número total de microrganismos heterotróficos viáveis presentes em cada 
amostra. Os factores de redução são obtidos calculando a razão entre o número médio 
de colónias por 100 ml, detectado nos meios de controlo (PCA) e o número total de 
colónias por 100 ml detectado nos diferentes meios selectivos para estreptococos 
fecais. 
h - Eficiência relativa de recuperação 
Foram analisadas amostras de diferentes fontes, empregando o método de 
filtração por membrana e dos tubos múltiplos, tendo como objectivo a avaliação da 
eficiência relativa de recuperação dos meios de cultura testados. Para o procedimento 
do NMP, utilizou-se a associação dos meios Rothe e Litsky e para a membrana 
filtrante os agares mEnterococcus, KF, Bílis Esculina Azida, Kanamicina Esculina 
Azida e meio basal de Bame. Os critérios aplicados são os descritos por El Shaarawi e 
Pipes (1982). 
A eficiência de recuperação de cada meio é calculada, relativamente à contagem 
máxima obtida para um meio e amostra, aplicando a seguinte equação: 
Percentagem relativa de recuperação (meio A) = {(contagem no meio A) / ( contagem 
máxima num meio)) x 100 
Para estabelecer a ordenação dos diferentes meios testados, aplica-se a prova 
não paramétrica de concordância, analisando o coeficiente de Kendall (Kendall e Stuart, 
1963; Sokal e Rohlf, 1981). 
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i - Exactidão 
Culturas de 4 estirpes de estreptococos fecais {Enterococcus faecium ATCC 
10541, E. faecalis ATCC 19433, Streptococcus equinus CECT 973 e S.mitis CECT 
804), com densidades celulares entre 10^ e 10^ ufc por ml em caldo triptona de soja, 
foram suspendidas em água do mar filtrada, solução salina a 0,85% e em água doce 
filtrada. Foram utilizados volumes apropriados de inoculo, de forma a obter uma 
concentração de cerca de 10^ células por ml e foram mantidas à temperatura de 4o C. 
Os testes de exactidão para as suspensões microbianas acima referidas, foram realizados 
às 0, 6, e 24 horas, aplicando o método de disseminação em placa, usando uma ansa de 
Drigalsky. Os ensaios foram feitos em quintuplicado, em 4 meios de cultura selectivos 
(mEnterococcus, KF, Bílis Esculina Azida, Kanamicina Esculina Azida) e em 2 meios 
de referência (agar para contagem em placa «PCA» e agar triptona soja «TSA»). 
Calcula-se a média aritmétrica para cada condição experimentai. Determina-se a 
exactidão, comparando as contagens obtidas para cada estirpe em cada meio de cultura, 
com as obtidas nos meios de referência, aplicando a equação seguinte: 
Z | (ufc para cada meio / média ufc para os meios de referência) x 100 | / n0 de 
amostras. 
j - Precisão 
Para determinar a precisão dos agares mEnterococcus, KF, Kanamicina Esculina 
Azida, Bílis Esculina Azida, Mitis - Salivarius. meio basal de Bame, seleccionaram-se 
um total de 21 amostras de água (13 de água do mar e 8 de água doce). Foram feitas 
filtrações em quintuplicado para cada alíquota ou da sua diluição. A precisão é 
determinada graficamente a partir dos valores do índice de dispersão de Fisher (D2), 
que dá indicações sobre a variabilidade dos ensaios. O cálculo é feito aplicando a 
fórmula proposta por Eisenhart e Wilson (1943), expressa como: 
D2 = [ Nlxi2 - (xi2)] / Ixi 
xi = número de bactérias obtido em cada placa da mesma alíquota e amostra 
N = número de replicados ( 5 para cada volume ensaiado) 
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2.3.7. Estudo em laboratório sobre a sobrevivência de microrganismos 
indicadores, em águas marinhas 
Para realizar o estudo comparativo da sobrevivência de coliformes totais, 
coliformes fecais, estreptococos fecais e fagos, inoculou-se um balão Erlenmeyer 
contendo 900ml de água do mar não poluída com lOOml de água residual. Esta mistura 
foi incubada, na obscuridade, a 18° C durante 15 d. A partir do início do estudo, e após 
3, 7, 10, e 15 d, foram efectuadas sementeiras para a contagem de bactérias e colifagos 
sobreviventes. Utilizou-se, para a enumeração de bactérias, o método de dispersão com 
ansa (2.3.4.). A partir do momento em que a concentração bacteriana baixou, passou- 
se a utilizar o método de filtração por membrana (2.3.3.). Para a contagem de 
bacteriófagos procedeu-se conforme descrito em 2.3.5. 
Para avaliar a inactivação e diluição sofrida pelos microrganismos estudados 
aplicou-se o modelo matemático do decréscimo exponencial descrito por Borrego et 
al. (1983) que é frequentemente utilizado em estudos biológicos e que se expressa da 
forma seguinte: 
C, = C0x lO^ 
Por transformação logarítmica esta função transforma-se em função linear: 
log C, = log Co - kt 
sendo : 
Ct = Concentração microbiana no momento t 
Co = Concentração microbiana inicial 
t = Tempo em horas 
k = Constante de decréscimo da concentração microbiana ( k = I/T90) 
T90 = Tempo necessário para que desapareça 90% da população microbiana 
estudada 
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2.3.8. Contagens directas por microscopia em epíflurescêncía 
O método é descrito por Hobbie et al. (1977). Um detenrunado volume de 
amostra, fixada por formalina (10%), é filtrado, após homogeneização (Vortex), através 
de membrana de policarbonato de 0,2 pm de poro. 25 mm de diâmetro e coradas com 
negro de irgalão (Nucleopore). Para uma melhor distribuição das células na membrana, 
utiliza-se como suporte uma membrana de celulose, de diâmetro de poro de 0,45 pm e 
25 mm de diâmetro (Nucleopore). A filtração é feita, utilizando valores de vácuo 
inferiores a 100 mm de Hg. A coloração das bactérias é feita utilizando uma solução de 
alaranjado de acridina (AO) a 0,5 mmol (0,3 g de alaranjado de acridina, 10 ml de 
formalina a 37-39% e 290 ml de água desionizada). A solução de alaranjado de acridina 
é de preparação recente e esterilizada por filtração (Acrodisc 0,2 pm seringe filters, 
Gelman Sciences), previamente a cada utilização. A montagem da membrana é feita 
sobre uma lâmina de vidro, onde se colocou, previamente, uma gota de óleo de 
imersão, Cargille do tipo A. 
A contagem do número de células é feita, através de um microscópio Leitz de 
epiflurescência, equipado com luz azul e filtros. Instalou-se na ocular, um gratículo GF 
12,5 x / 18 MF (Leitz Periplan). Para efeitos de contagem, foram consideradas as 
células que se encontravam no lado esquerdo da grelha, que se encontra dividida em 
seis filas verticais, com seis quadrados iguais. O número de células flurescentes, 
contadas num mínimo de 20 campos ou num total de pelo menos 200 células, é então 
utilizado para determinar o número total de bactérias na amostra. Para estimar, o erro, 
foram feitas cinco réplicas, em amostras escolhidas aleatoriamente. 
2.3.9. Preparação de amostras para a observação em microscópio electrónico de 
varrimento 
As amostras previamente conservadas, com formalina (10%), foram filtradas 
através de filtros de policarbonato, de 13 mm de diâmetro e de porosidade 0,2 pm 
(Nucleopore). Posteriormente os filtros foram desidratados gradualmente, passando 
através de uma série de etanol a diferentes graus alcoólicos (30, 50, 70, 90, e 100%), 
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permanecendo 5 m em cada etapa do processo, exceptuando a última, na qual o filtro 
permanece durante 15 m em álcool absoluto. Em seguida os filtros foram secos ao 
ponto crítico em etanol absoluto com anidrido carbónico líquido, através da utilização 
de equipamento adequado, do modelo CPD 010 Balzer. Os filtros são montados em 
suportes de alumínio, com cimento de carbono condutor (Leit C, Neubauer 
Chemikalien). Finalmente, os suportes são revestidos com ouro (Au) e paládio (Pd), 
sob vácuo, utilizando um dispositivo para cobertura do modelo SCD 004 Balzer 
(Sputter Coating Device). 
2.3.10. Técnicas de microscopia electrónica de transmissão 
Para a observação da morfologia dos fagos ao microscópio electrónico de 
transmissão, seguiu-se o método descrito por Lembke et ai (1980) e modificações 
especificadas por Gliesche et al. (1988). Foi utilizado um microscópio electrónico 
Philips EM-300 da Universidade de Kiel. As imagens foram obtidas em filme Kodac 
4489. 
2.3.11. Tratamento estatístico e informático dos dados 
2.3.11.1. Tratamento estatístico dos dados 
Foram calculadas médias e desvios padrões para os parâmetros físico-químicos 
e microbiológicos. 
Para que a distribuição dos dados se comporte como uma distribuição normal a 
série de dados, referentes às concentrações microbianas, foram transformados 
logaritmicamente (logaritmo decimal). 
De forma a avaliar, interpretar, os dados microbiológicos das águas utilizadas 
para fins recreativos e conquícolas, aplicou-se um modelo estatístico de distribuição de 
frequências lognormal. A diversidade e a variabilidade dos factores que influenciam a 
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qualidade microbiológica das águas constituem dificuldades importantes para o 
estabelecimento de um modelo predictivo, pelo que se recorre aos modelos estatísticos. 
A aplicação duma distribuição estatística conhecida, como a distribuição 
normal, simplifica grandemente a interpretação dos dados obtidos experimentalmente, 
durante um programa de monitorização da qualidade das águas e especificamente 
durante a vigilância sanitária das épocas balneares. Por outro lado, é conveniente, que o 
ajuste da distribuição aos dados experimentais se possa fazer ou directamente, ou por 
transformação simples, como por exemplo a logarítmica. Em conformidade com estes 
critérios, o modelo estatístico utilizado foi a distribuição de frequências lognormal 
descrito pela WHO (1994); Mujeriego et al. (1980a; b). A utilização de papel de 
probabilidade logaritmico e ou normal facilita a aplicação e o ajuste do modelo, que se 
traduz basicamente na aplicação de uma recta de regressão a partir dos pontos obtidos. 
Como solução alternativa à utilização de papel de probalidades e de forma a beneficiar 
do tratamento informático disponível substituiu-se o cálculo das frequências 
acumuladas, pelos «rankits» (valores no eixo das ordenadas), em conformidade com 
Sokal e Rohlf (1981). A aplicação gráfica do modelo permite obter para além da recta 
representativa da distribuição lognormal, o intervalo de confiança e o valor numérico de 
todos os parâmetros estatísticos utilizados para caracterizar a qualidade microbiológica 
de águas litorais. 
Consideraram-se os seguintes parâmetros: 
1. Concentração microbiana não ultrapassada em 50% das amostras, que se 
representa por CT50, CF50, EF50, respectivamente para o caso de coliformes 
totais, coliformes fecais e estreptococos fecais. 
2. Concentração microbiana não ultrapassada em 80% das amostras, que se 
representa por CT80, CF80, EF80. 
3. Concentração microbiana não ultrapassada em 90% das amostras, 
representada por CT90, CF90, EF90. 
4. Concentração microbiana não ultrapassada em 95% das amostras, que se 
representa por CT95, CF95, EF95. 
5. O desvio padrão (s) dos microrganismos considerados. Este valor obtem-se 
como correspondendo a 84% (ou 16%) da distribuição normal acumulada. 
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Ainda com o mesmo objectivo, foram aplicados os critérios e normas de qualidade 
microbiológica elaborados por organismos oficiais; Comunidade Europeia, Ministério 
do Planeamento e da Administração do Território (Portugal). 
Aplicou-se também o índice de Contaminação Acumulada (I.C.A.), descrito por 
Borrego e Marino (1995). 
Para interpretar as possíveis relações entre duas variáveis, foram feitas análises 
de correlação linear para cada par de valores. Para os resultados obtidos em amostras de 
água (n=25) foi calculado o coeficiente de correlação de Pearson. A significância dos 
índices foi testada comparando os valores obtidos com os valores críticos obtidos 
através de consulta das tabelas correspondentes (Sokal e Rolhf, 1981). 
Foi utilizado o coeficiente de concordância de Kendall (Kendall e Stuart, 1963; 
Sokal e Rolhf, 1980), para comparar os diferentes meios de cultura utilizados no 
estudo sobre o crescimento de estreptococos fecais. Este teste permitiu classificar os 
meios de cultura estabelecendo uma ordenação («ranking») com base nas caracteristicas 
de eficiência estudadas (crescimento qualitativo, selectividade, especificidade, 
recuperação relativa, precisão e exactidão. 
Foi também aplicada a técnica estatística de análise de variâncias (ANOVA) 
para comparar médias entre determinadas populações bacterianas. 
2.3.11.2. Tratamento informático. 
Para o processamento dos dados utilizaram-se os seguintes meios informáticos: 
- Computador Apple Macintosh Ilsi da Universidade de Málaga 
(departamento de Microbiologia) e um computador pessoal MS-DOS 
486; 
- Os programas informáticos mais utilizados foram o StatView 512 Plus 
e Excel versão 5.0 e SPSS. 
A figura 2 (localização das zonas de amostragem) foi realizada na Comissão 
Coordenadora da Região do Algarve, através do Sistema de Informação Geográfica 
Intergraph, «software» IRAS 32, linguagem Unix. 
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RESULTADOS 
A avaliação dos níveis de qualidade das águas da Ria Formosa, em zonas 
próximas à cidade de Faro visou fundamentalmente aspectos de carácter 
microbiológico, tendo também sido estudadas algumas características íisico-químicas 
dessas águas. 
Foi dada atenção especial à aplicação de um modelo de probabilidade que 
permitisse ajustar os resultados obtidos a diferentes critérios de qualidade 
microbiológica de águas costeiras, quer nacionais quer internacionais. 
Foram analisadas as variações apresentadas pelos parâmetros estudados a 
nível espacial e temporal. 
1. ESTUDO DA VARIAÇÃO ESPAÇO-TEMPORAL DOS PARÂMETROS 
FÍSICO-QUÍMICOS E MICROBIOLÓGICOS DE ÁGUAS SUPERFICIAIS 
DA RIA-FORMOSA 
1.1. Parâmetros físico-químicos 
1.1.1. Temperatura 
Os valores registados, geralmente entre as 8,00 e as 10,00 h, para a 
temperatura da água à superfície, nas três estações Ilha (I), Portas do Mar (PM), Ponte 
Cais (PC) encontram-se representados na Tabela 2. O valor mais elevado foi obtido 
em Junho (26° C), tendo-se verificado um decréscimo gradual até Janeiro, altura em 
que foi registado o valor mais baixo (1 Io C). 
A Figura 3, refere-se à variação temporal dos valores de temperatura 
registados para as três estações em estudo. 
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Tabela 2. Temperatura (0 C) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais. 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
ANO ESTAÇÃO X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 17,7 ±2,1 20,0 16,0 17,7 ±2,1 20,0 16,0 16,8 ± 1,4 18,5 16,0 
VERÃO 24.2 ± 0,8 25,0 23,5 24,2 ± 1,8 26,0 22,5 23,0 ±2,3 25,0 20,5 
OUTONO 18,8 ±3,8 23,0 15,8 19,0 ±3,6 23,0 16,0 18,5 ±3,5 22,5 16,0 
INVERNO 11,8 ±0,8 12,5 11,0 12,3 ±0,6 13,0 11,8 12,9 ±0,1 13,0 12,8 
1991 PRIMAVERA 16,0 ± 1,9 18,2 14,6 15,9 ± 1,8 18,0 14,8 15,1 ± 1,0 16,2 14,5 
VERÃO 25,0 ± 1,0 26,0 24,0 24,3 ± 0,6 25,0 23,9 22,7 ± 1,1 24,0 22,0 
OUTONO 17,4 ±2,7 20,1 14,8 17,3 ±2,8 20,2 14,7 17,4 ±2,4 19,9 15,2 
INVERNO 12,6± 1,1 13,8 11,6 12,9 ± 1,0 13,9 11,9 14,1 ±0,5 14,6 13,6 
s - desvio-padrão 
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Figura 3. Variação temporal da temperatura e salinidade nas estações Ilha (1), Portas do Mar 
(PM) e Ponte de Cais (PC) 
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Comparando, os registos para as três estações, constata-se que na estação 
Ponte Cais, onde a proílindidade é muito maior, as temperaturas da água são iguais ou 
ligeiramente inferiores às obtidas para as outras duas estações, exceptuando para os 
meses mais ífios (Novembro a Fevereiro) onde se observaram valores mais elevados. 
No entanto, poder-se-á afirmar que não existem variações espaciais significativas da 
temperatura das águas superficiais nas três estações de amostragem. As variações 
temporais estão relacionadas com as variações sazonais da temperatura atmosférica. 
1.1.2. Salinidade 
Os valores médios de salinidade registados para as três estações encontram- 
se na Tabela 3. Os teores salinos situaram-se entre 32,25 e 37,77 %o na Ilha, 25,00 e 
36,94 %o em Portas do Mar e 34,10 e 37 %o para a estação Ponte Cais. 
Os valores mínimos foram sempre observados em dias em que ocorreram 
chuvas no dia da amostragem, ou no anterior (Novembro e Dezembro). Os valores 
máximos ocorreram nos meses de Março, Abril e Junho. 
A variação temporal dos dados obtidos, para o parâmetro salinidade 
encontra-se registada na Figura 3, conjuntamente com os valores da temperatura. 
1.1.3. Concentração de oxigénio dissolvido 
Os resultados obtidos na determinação deste parâmetro encontram-se 
expressos em mg de O2/I (Tabela 4a) e em % de saturação (Tabela 4b), atendendo a 
que os critérios estabelecidos na legislação portuguesa (Decreto-Lei n0 74/90) 
consideram as duas formas de expressão dos resultados, consoante se trate de águas 
para recreio com contacto indirecto ou directo. 
Os cálculos para obtenção da percentagem de saturação foram efectuados 
aplicando a equação de Weiss descrita por Grasshoff (1976). 
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Tabela 3. Salinidade (%o) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte Cais. 
ANO ESTAÇÃO 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 36,40 ± 0,69 37,20 36,00 36,18 ±0,32 36,55 36,00 36,90 ±0,17 37,00 36,70 
VERÃO 37,13 ±0,23 37,40 37,00 36,58 ±0,14 36,75 36,50 36,57 ±0,16 36,75 36,45 
OUTONO 36,16 ±0,47 36,60 35,67 35,48 ± 0,62 36,00 34,80 35,33 ± 1,10 36,20 34,10 
INVERNO 33,92 ± 1,84 35,90 32,25 31,58 ±5,87 36,30 25,00 35,76 ±0,93 36,80 35,00 
1991 PRIMAVERA 36,23 ± 0,55 36,56 35,60 35,64 ±0,52 36,21 35,18 36,12 ±0,39 36,50 35,73 
VERÃO 37,13 ±0,82 37,77 36,20 36,85 ±0,13 36,94 36,70 36,55 ± 0,22 36,70 36,30 
OUTONO 36,17 ±0,72 37,00 35,72 36,28 ± 0,47 36,64 35,74 36,02 ± 0,36 36,42 35,75 
INVERNO 35,52 ±0,38 35,85 35,10 35,48 ± 0,03 35,50 35,45 35,80 ±0,10 35,90 35,70 
y- média ~    
s - desvio-padrão 
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Tabela 4a. Oxigénio dissolvido (mg/l) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais. 
ANO ESTAÇAO 
ILHA P. MAR P. CAIS 
X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 5,44 ±1,43 6,51 3,82 5,69 ± 1,09 6,75 4,58 6,76 ± 1,57 7,93 4,97 
VERÃO 5,46 ± 0,68 3,95 4,68 3,74 ±0,91 4,76 3,02 5,76 ± 0,99 6,84 4,89 
OUTONO 5,82 ± 0,34 6,17 5,49 3,74 ±0,85 4,59 2,89 6,11 ±0,70 6,65 5,32 
INVERNO 8,12 ± 1,43 9,28 6,53 6,31 ± 1,58 7,95 4,80 7,67 ± 2,07 9,51 5,43 
1991 PRIMAVERA 9,31 ±5,09 15,17 5,97 7,18 ± 3,57 11,30 4,93 10,69 ±6,98 18,75 6,56 
VERÃO 4,78 ± 1,63 6,62 3,50 2,47 ± 0,43 2,90 2,05 5,86± 1,18 7,07 4,72 
OUTONO 5,46 ± 0,85 6,26 4,56 3,75 ±0,51 4,28 3,27 5,98 ± 0,72 6,80 5,47 
INVERNO 5,75 ±0,13 5,84 5,60 4,50 ±0,51 4,86 3,92 5,31 ±0.64 5,70 4,57 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 4b. Oxigénio dissolvido (% de saturação) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais. 
ILHA P. MAR P. CAIS 
ANO ESTAÇÃO X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 70,97 ± 19,02 82,04 49,08 74,18 ± 11,28 85,04 62,49 87,00 ± 18,23 100,51 
65,99 
VERÃO 80,47 ± 10,00 86,67 68,92 55,03 ±11,63 67,93 45,85 82,91 ±11,65 94,29 71,00 
OUTONO 77,40 ±2,01 79,09 75,09 49,79 ± 8,09 57,65 41,49 80,47 ± 11,36 90,60 68,23 
INVERNO 92,74 ± 16,04 105,37 74,68 71,69 ± 15,07 86,13 56,00 90,62 ± 24,62 112,82 64,16 
1991 PRIMAVERA 117,41 ±70,35 200,12 73,37 90,14 ±49,32 148,19 60,47 132,38 ±89,95 
237,35 80,61 
VERÃO 71,55 ±25,79 101,08 52,44 36,45 ± 5,95 42,51 30,63 84,05 ±18,50 103,68 66,84 
OUTONO 70,68 ± 9,29 80,64 62,50 48,61 ±5,66 55,01 44,80 77,44 ±9,15 87,64 70,07 
INVERNO 67,48 ± 0,93 68,44 66,61 53,02 ±4,99 56,12 47,19 64,27 ± 7,22 68,41 
55.88 
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Nas amostras de água da estação Ponte Cais, verificaram-se sempre valores 
superiores aos obtidos para a estação Portas do Mar. Também se verificaram valores 
superiores à estação Ilha, em 64 % das amostras. 
Os valores máximos foram observados, para as três estações, em amostras 
referentes ao mês de Maio de 1991. 
Os valores mínimos, quer para a estação Ilha quer para a Portas do Mar, 
foram registados em meses de Verão (Junho e Agosto). O mínimo para a estação 
Ponte Cais, verificou-se em Março. 
A variação temporal, dos dados obtidos, para o parâmetro oxigénio dissolvido 
encontra-se registada na Figura 4. 
As estações de amostragem correspondem a zonas que são utilizadas para fins 
conquícolas e recreativos. A estação Ilha representa uma área utilizada para banho e 
nas outras duas. Portas do Mar e Ponte Cais, o contacto com a água é do tipo 
indirecto. 
De acordo com o Decreto-Lei n0 74/90 (Portugal-Ministério do Planeamento 
e da Administração do Território), que aprova as normas de qualidade da água. os 
valores guia de percentagem de saturação do oxigénio dissolvido para fins conquícolas 
devem ser iguais ou superiores a 80, para águas recreativas com contacto directo este 
valor deve estar compreendido entre 80 e 120. As mesmas normas estabelecem para 
águas de recreio com contacto indirecto o valor máximo admissível de 4 mg/l de 02- 
Tabela 5. Percentagem de observações que não cumprem o estabelecido na norma 
portuguesa, relativamente ao parâmetro oxigénio dissolvido.  
Estação Fins conquícolas Fins recreativos 
n (%) n (%) 
Ilha 14 (56) 15 (60) 
PM 22 (88) 10 (40) 
PC 11 (44) 0 
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1.1.4. Transparência 
Os valores extremos, expressos em metros, encontram-se registados na 
Tabela 6, onde se pode também constatar que estes ocorreram, em momentos 
diferentes para as três estações. A Figura 4, traduz a variação temporal deste 
parâmetro. 
As normas portuguesas para a qualidade da água para fins recreativos com 
contacto directo, estabelecem para a transparência 2 metros como valor máximo 
recomendável (VMR) e 1 metro para o máximo admissível (VMA). Para as águas com 
contacto indirecto, o valor máximo admissível é fixado em 2 metros. 
Na Tabela 7, encontram-se registadas as percentagens de amostras que não 
estão em conformidade com o critério legislado. 
Tabela 7. Percentagem de observações que não cumprem o estabelecido pela 
leglSiaçao ponuguesa, rciau 
Estação VMR VMA 
n (%) n (%) 
Ilha 5(20) 22 (88) 
PM - 25 (100) 
PC 4(16) 21 (84) 
1.1.5. Relações entre os parâmetros físico-químicos estudados. 
Foi elaborada uma matriz de correlação global com todos os parâmetros 
estudados, em cada estação de amostragem. Foi feita também uma análise global, ou 
seja considerando todos os dados obtidos como se pertencessem a um só tipo de 
amostra (n=75). Por questões práticas, diferenciou-se em várias submatrizes que se 
irão apresentando à medida que se forem apresentando os resultados. 
Nas Tabelas 8, 9 e 10 incluem-se os coeficientes de correlação obtidos para 
os parâmetros físico-químicos determinados nas amostras de água estudadas. 
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Tabela 6. Transparência (metros) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais. 
ANO ESTAÇÃO 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo X±s Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 0,83 ± 0,06 0,88 0,76 0,70 ± 0,24 0,97 0,53 1,04 ±0,17 1,14 0,84 
VERÃO 1,10 ± 0,39 1,52 0,76 1,07 ±0,09 1,17 1,00 1,34 ±0,14 1,47 1,20 
OUTONO 1,60 ±0,05 1,65 1,55 1,43 ±0,09 1,52 1,35 1,62 ±0,06 1,68 1,57 
INVERNO 0,81 ±0,26 0,99 0,62 0,88 ±0,58 1,55 0,55 1,25 ±0,39 1,70 0,99 
1991 PRIMAVERA 1,28 ±0,21 1,46 1,05 1,36 ±0,27 1,54 1,05 1,61 ±0,11 1,74 1,54 
VERÃO 1,35 ±0,01 1,35 1,34 0,83 ± 0,28 1,00 0,50 1,22 ±0,28 1,54 1,00 
OUTONO 1,58 ±0,28 1,90 1,35 1,23 ±0,21 1,40 1,00 1,90 ±0,40 2,30 1,50 
INVERNO 1,37 ±0,50 1,90 0,90 1,03 ±0,06 1,10 1,00 1,70 ±0,53 2,30 1,30 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Figura 4. Variação temporal do oxigénio e transparência nas estações Ilha (I). Portas do Mar 
(PM) e Ponte de Cais (PC) 
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Tabela 8. Matriz de correlação entre os parâmetros físico-químicos em amostras de 
água da estação Ilha. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
Temperatura 1 
Oxigénio -0,284 1 
Salinidade 0,726** -0,205 1 
T ransparência 0,104 -0,029 0,150 _1  
** significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 9. Matriz de correlação entre os parâmetros físico-químicos em amostras de 
água da estação Portas do Mar.    
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
Temperatura 1 
Oxigénio -0,498** 1 
Salinidade 0,465* -0,389 1 
Transparência 0,040 0,156 -0,299 1  
* significante para p=0,05 
*♦ significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 10. Matriz de correlação entre os parâmetros físico-químicos em amostras de 
água da estação Ponte Cais.   
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
Temperatura 1 
Oxigénio -0,198 1 
Salinidade 0,414* 0,055 1 
Transparência -0,071 -0,013 -0,450* 1  
* significante para p=0,05 
n=25 
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Tabela 11. Matriz de correlação entre os parâmetros físico-químicos em amostras de 
água das estações Ilha, Portas do Mar e Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
Temperatura 1 
Oxigénio -0,299** 1 
Salinidade 0,478** -0,123 1 
Transparência -0,008 0,172 -0.092 1 
** significante para p=0,01 
n=75 
Através das Tabelas 8 a 11, constata-se a existência de boas correlações entre 
a temperatura e a salinidade quer para as três estações em separado, quer quando se 
consideram os dados na globalidade. Verificou-se, na estação Portas do Mar e para a 
totalidade dos resultados, que a temperatura e o oxigénio dissolvido se encontram 
correlacionados negativamente. 
1.2. Parâmetros microbiológicos 
1.2.1. Microrganismos heterotróficos totais 
a - Contagens em placa 
Foram feitas contagens de microrganismos mesófilos e saprófitos, utilizando 
os meios de cultura e temperaturas de incubação conforme descrito no ponto 2.3.1 de 
Material e Métodos, do presente trabalho. As sementeiras foram efectuadas a partir 
das 25 amostras de água de superfície colhidas para cada uma das três estações em 
estudo. 
Nas Tabelas 12 a 15, apresentam-se os valores médios e os extremos 
expressos em unidade formadoras de colónias por 100 ml (ufc/100 ml), para as 
pesquisas de microrganismos mesófilos que crescem a temperaturas de 37° e 220C e 
saprófitos que crescem em meios com salinidades de 35,0 %o e 17,5 %o. 
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Tabela 12. Microrganismos mesófílos (370C) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml). 
ANO ESTAÇÃO 
ILHA (xlO3) PORTAS DO MAR (xlO5) PONTE CAIS (xlO4) 
X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 3,97+ 1,36 5,40 2,70 8,27 ± 4,97 14,00 5,10 3,47 ± 1,97 5,70 2,00 
VERÃO 5,70 ± 4,10 9,80 1,60 8,90 ± 4,53 12,00 3,70 3,34 ± 3,24 7,00 0,83 
OUTONO 5,23 ± 5,92 12,00 1,00 36,00 ± 19,52 56,00 17,00 3,14 ± 2,27 4,60 0,52 
INVERNO 14,47 ± 9,64 21,00 3,40 21,83 ± 13,36 31,00 6,50 7,50 ± 7,47 16,00 2,00 
1991 PRIMAVERA 21,33 ±19,22 42,00 4,00 481,57 ±795,65 1400,00 1,70 1373,30 ±2361,40 4100,00 1,90 
VERÃO 21,93 ±28,92 55,00 1,40 12,83 ± 14,15 29,00 2,70 1038,67 ± 1698,61 3000,00 45,00 
OUTONO 28,80 ±44,35 80,00 2,20 211,93 ±336,26 600,00 6,80 3,53 ± 1,19 4,90 2,70 
INVERNO 58,93 ± 96,20 170,00 2,00 7,03 ± 1,84 8,60 5,00 4,23 ± 1,44 5,30 2,60 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 13. Microrganismos mesófilos (220C) em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml). 
ILHA (xlO3) PORTAS DO MAR (xlO5) PONTE CAIS (xlO4) 
ANO ESTAÇAO X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 7,87 ± 1,47 9,00 6,20 12,10 ± 7,41 20,00 5,30 3,17 ± 1,86 5,30 1,90 
VERÃO 14,50 + 10,83 26,00 4,50 10,43 ± 3,11 14,00 8,30 2,33 ± 1,53 4,10 1,40 
OUTONO 12,63 ± 12,44 27,00 5,40 42,33 ± 28,57 75,00 22,00 3,15 ± 2,61 5,50 0,34 
INVERNO 47,00 ± 33,60 79,00 12,00 24,60 ± 15,15 39,00 8,80 12,23 ± 12,59 26.00 1,30 
1991 PRIMAVERA 40,37 ± 40,46 85,00 6,10 455,37 ± 732,13 1300,00 2,10 1039,10 ± 1784,80 3100,00 2,30 
VERÃO 92,27 ± 145,37 260,00 2,80 12,73 ± 10,51 24,00 3,20 1083,67 ± 1661,74 3000,00 41,00 
OUTONO 32,50 ± 46,33 86,00 5,40 77,97 ± 123,07 220,00 2,90 6,27 ± 0,46 6,80 6,00 
INVERNO 43,17 ± 66,54 120,00 4,50 8,07 ± 4,56 13,00 0,04 5,47 + 2,66 7,10 2,40 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 14. Microrganismos saprófitos que crescem em salinidades de 3,5% em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais 
(ufc/100 ml) 
ILHA (xlO4) PORTAS DO MAR (xlO6) PONTE CAIS (xlO5) 
ANO ESTAÇAO X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 13,93 ± 9,10 23,00 4,80 4,03 1 4,17 8,40 0,10 5,041 4,93 10,00 0,13 
VERÃO 41,67134,08 77,00 9,00 5,15 1 3,94 8,60 0,86 10,41 1 10,91 22,00 0,33 
OUTONO 29,001 17,35 49,00 18,00 18,601 13,50 34,00 8,80 12,771 14,43 29,00 1,40 
INVERNO 45,00123,52 61,00 18,00 2,931 1,62 4,80 2,00 2,05 1 1,32 3,00 0,54 
1991 PRIMAVERA 21,001 12,29 30,00 7,00 19,181 27,73 51,00 0,14 117,101 176,30 320,00 1,30 
VERÃO 30,43 1 34,30 70,00 9,30 72,671 6,96 14,00 0,10 108,001 80,30 200,00 52,00 
OUTONO 26,67 1 35,93 68,00 2,90 74,421 126,08 220,00 0,56 5,941 8,72 16,00 0,53 
INVERNO 37,87 1 33,00 68,00 2,60 8,93 1 13,92 25,00 0,40 39,671 33,62 62,00 1,00 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 15. Microrganismos saprófitos que crescem a salinidades de 1,75% em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais 
(ufc/100 ml). 
ILHA (xlO4) PORTAS DO MAR (xlO6) PONTE CAIS (xlO5) 
ANO ESTAÇÃO X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 12,55 ± 11,95 21,00 4,10 3,25 ± 0,21 3,40 3,10 0,91 ± 1,11 1,70 0,13 
VERÃO 9,03 ± 7,77 18,00 4,20 4,27 ± 2,06 5,70 1,90 6,49 ± 4,98 9,90 0,77 
OUTONO 9,43 ± 7,06 14,00 1,30 30,43 ± 35,27 70,00 2,30 3,83 ± 3,12 7,40 1,60 
INVERNO 16,97 ± 18,26 38,00 5,20 6,80 ± 3,72 9,00 2,50 1,31 ± 1,67 3,20 0,04 
1991 PRIMAVERA 46,60 ± 55,24 110,00 8,80 122,55 ± 205,66 360,00 0,65 236,82 ± 384,09 680,00 0,45 
VERÃO 18,80 ± 17,31 38,00 4,40 10,97 ± 5,58 17,00 6,00 151,67 ± 189,23 370,00 36,00 
OUTONO 6,37 ± 4,09 9,70 1,80 113,10± 187,87 330,00 0,91 2,59 ± 3,47 6,60 0,50 
INVERNO 102,33 ± 162,70 290,00 1,00 0,72 ± 0,37 1,00 0,30 35,70 ± 55,70 100,00 2,10 
X- média 
s - desvio-padrão 
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As variações espaço-temporais encontram-se reflectidas nas Figuras 5 e 6. 
Em relação a estes parâmetros, não se encontraram variações cíclicas, tendo-se 
observado flutuações grandes na abundância. 
Comparando os valores obtidos para as três estações de amostragem, pode-se 
concluir que as amostras colhidas na estação Portas do Mar, apresentaram para os 
quatro parâmetros, valores muito superiores em relação aos obtidos para as outras 
duas estações. A estação Ilha é a estação que apresenta contagens consideravelmente 
inferiores. 
Confrontando os dois grupos de microrganismos (mesófilos vs saprófitos), 
verifica-se que de uma forma geral os saprófitos se encontram em número mais 
elevado (Figuras 7 a 9). Para a estação Ilha, registou-se uma amostra com um valor de 
saprófitos inferior ao de mesófilos. Relativamente às estações Portas do Mar e Ponte 
Cais, 28 e 4% das amostras respectivamente apresentaram um valor de saprófitos, 
inferior ao obtido para os microrganismos mesófilos. 
Ao comparar os resultados obtidos nas contagens em placa de 
microrganismos saprófitos verificou-se que em 75 % de amostras da estação Ilha se 
registaram valores de saprófitos que cresceram em meios com salinidade de 35 %o 
superiores aos dos que cresceram em meios com 17,5 %o. Na estação Ponte Cais esta 
situação é válida para 67% das amostras. Na estação Portas do Mar 63 % das 
amostras apresentaram uma maior predominância de microrganismos que cresceram 
em meios com salinidade de 17,5 %o. 
Tomando em consideração os valores médios obtidos para o conjunto das 25 
amostras (Tabelas 12 a 15) poder-se-á estabelecer, para a estação Ilha. a seguinte 
ordem de abundância: Sap. 35%o > Sap. 17,5%o >Mes.220>Mes. 37°. Para as outras 
duas estações os valores registados não permitem estabelecer uma hierarquização. 
Comparando os valores médios obtidos para cada estação do ano constata-se 
que no decorrer do período de 1991/1992 se registaram valores superiores aos do 
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período 1990/1991. Assim, para a estação Ilha, 68,75% das contagens de 1991/92 
corresponderam a valores superiores aos obtidos para 1990/1991. A percentagem 
calculada para a estação Portas do Mar foi de 81,25% e 75% para a estação Ponte 
Cais. 
De forma a estudar as relações existentes entre os parâmetros 
microbiológicos obtidos através de contagens em placas, apresentam-se a seguir 
submatrizes de correlação (Tabela 16 a 19), onde se encontram registados os 
coeficientes de correlação entre os microrganismos heterotróficos. As concentrações 
dos microrganismos pesquisados foram transformadas logaritmicamente para assegurar 
a normalidade da distribuição. 
Tabela 16. Matriz de correlação de microrganismos heterotróficos em amostras de 
água da estação Ilha. 
Parâmetros Mes.37o C Mes.220 C Sap.35 %o Sap.17,5 %o 
Mes. 3 7o C T 
Mes. 22° C 0,911** 
Sap.35 %o 0,410* 
Sap. 17,5 %o 0,189 
* significante para p=0,05 
* * significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 17. Matriz de correlação de microrganismos heterotróficos em amostras de 
água da estação Portas do Mar. 
Parâmetros Mes.370 C Mes.220 C Sap.35 %o Sap.17,5 %o 
Mes.3 7o C 1 
Mes. 22° C 0,903** 1 
Sap.35 %o 0,763** 0,681** 1 
Sap. 17,5 %o 0,812** 0,712** 0,682** 1 
* * significante para p=0,01 
n=25 
1 
0,493** 
0,167 0,606 ** 
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Tabela 18. Matriz de correlação de microrganismos heterotróficos em amostras de 
água da estação Ponte Cais. 
Mes.37o C Mes.220 C Sap.35 %o Sap. 17,5 %o 
Mes. 37° C. 1 
Mes. 22° C 0,963** 1 
Sap.35 %o 0,611** 0,583** 1 
Sap. 17,5 0/oo 0,605** 0,580** 0,861** 1 
* * significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 19. Matriz de correlação de microrganismos heterotróficos em amostras de 
água das estações Ilha. Portas do Mar e Ponte Cais. 
Mes.3 7o C Mes.220 C Sap.35 %o Sap. 17,5 %o 
Mes. 37° C 1 
Mes. 22° C 0,973** 1 
Sap.35 %o 0,760** 0,746** 1 
Sap. 17.5 %o 0,790** 0,767** 0,849** 1 
* * significante para p=0,01 
n=75 
Através da análise da informação contida nas tabelas acima representadas, 
constata-se que os microrganismos que se descrevem a seguir se encontram 
significativamente correlacionados entre si em todas as amostras: 
Mesófilos a 37° C e Mesófilos a 22° C; 
Mesófilos a 37° C e Saprófitos a 35 %o; 
Mesó filos a 22° C e Sapró fitos a 35 %o; 
Sapró fitos a 35 %o e Sapró fitos a 17,5 %o. 
Por outro lado, há uma relação significativa em todas as amostras excepto na 
estação Ilha para: 
Mesófilos a 37° C e Sapró fitos a 17,5 %o; 
Mesó filos a 22° C e Sapró fitos a 17,5 %o. 
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b - Contagens directas ao microscópio de epiflurescência. 
Os resultados encontram-se expressos em Número Total de Bactérias (NTB) 
por 100 ml de amostra de água. A Tabela 20 contém um resumo dos dados obtidos 
por contagem directa em microscópio de epiflurescência de preparações coradas com 
alaranjado de acridina. 
Pela Figura 10 pode-se verificar que em 80 % das amostras o número de 
bactérias totais calculado foi superior para a estação Portas do Mar. Na estação Ilha 
observaram-se valores mais elevados que na estação Ponte Cais em 68% das amostras. 
6 
Na estação Ilha, o valor máximo (13,20 xlO /ml) foi obtido no verão. Os 
valores máximos registados nas outras duas estações verificaram-se no outono, tendo 
6 
sido o NTB de 23,20 e 14,90 xlO /ml respectivamente para a estação Portas do Mar e 
Ponte Cais. 
A variação espaço-temporal do NúmeroTotal de Bactérias (NTB) nas 
diferentes estações representa-se na Figura 10. Observam-se para cada ano dois picos 
na abundância bacteriana, sendo um no verão e outro no outono/inverno. 
As Figuras 7 a 9, permitem comparar as variações das concentrações dos 
microrganismos heterotróficos pesquisados e o NTB. 
c - Observação de microrganismos heterotróficos totais ao microscópio 
electrónico de varrimento 
As observações efectuadas com o microscópio electrónico de varrimento e 
registadas através das micro foto grafias (Figuras 11A a 11C), que a seguir se 
apresentam, permitem confirmar as observações sobre a diferença existente entre as 
três estações, no que respeita à abundância dos microrganismos pesquisados. 
As Figuras 12A a 12C ilustram os vários tipos morfológicos (mortbtipos) 
presentes nas amostras estudadas, podendo-se observar cocos, bacilos, muitos víbrios 
e espirilos. As Figuras 12B e 12C reflectem também a presença de material particulado 
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Tabela 20. Bactérias totais, por epiflurescência com alaranjado de acridina laranja, em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de 
Cais (xl06/100 ml). 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
ANO ESTAÇAO X+s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 293,33 ± 182,30 490,00 130,00 466,67 ± 92,92 530,00 360,00 246,67 ± 64,29 320,00 200,00 
VERÃO 626,67 ±601,19 1320,00 250,00 860,00 ± 580,26 1520,00 430,00 580,001531,13 1190,00 220,00 
OUTONO 603,33 ± 340,20 990,00 350,00 1106,67 ± 1061,43 2320,00 350,00 660,001719,65 1490,00 210,00 
INVERNO 420,00 ± 199,75 650,00 290,00 823,33 ± 558,96 1340,00 230,00 566,67 1436,62 1070,00 290,00 
1991 PRIMAVERA 440,00 ± 121,66 520,00 300,00 490,00 ± 104,40 560,00 370,00 296,671 49,33 330,00 240,00 
VERÃO 620,00 ± 185,20 830,00 480,00 650,00 ± 416,77 1130,00 380,00 326,67 1 5,77 330,00 320,00 
OUTONO 390,00 ± 115,33 510,00 280,00 470,00 ± 55,68 530,00 420,00 340,001 140,00 500,00 240,00 
INVERNO 303,33 ± 127,02 450,00 230,00 426,67 ± 254,23 720,00 270,00 256,671 11,55 270,00 250,00 
X- média 
s - desvio-padrão 
114 
mar-90 
Ilha 
Portas do Mar 
Ponte Cais 
9.5 
9,4 
9,3 
9,2 
9,1 
8,9 
2 8,8 
z 8,7 
8,6 
8,5 
8,4 
8,3 
8,2 
8,1 ^ 
  
jun-90 set-90 dez-90 mar-91 
Mês / Ano 
jun-91 set-91 de2-91 mar-92 
Figura 10. Variação espaço-temporal do Número Total de Bactérias nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais. 
15 
V ^ 
6 mm 
2 y m 
t « 
A 
r 
5000 
Y P tli 
' 
C
*1^' ' 'Q *1 
•' v/ 
- .-J' "'■ 
^ *5a ^ " 
^ CT . ' ^ .> 
'"■ - rt 
m*1' '/ *• o 
o 
h u- 
► ■<?•>" . tí 
» . fv ^ ' 
."5 " ' " 
c '' *S 
>" • ^ r C 
€*. 
STÍolt^X"™ "raSot^r ' ~ ^ ^ de varrimento. ografías de microscópio electrónico 
116 
e correspondem a amostras de água em que se registaram contagens elevadas do 
número total de bactérias (Novembro de 1990 e Agosto de 1991). 
1.2.2. Indicadores microbiológicos de poluição fecal 
a - Coliformes totais 
Os valores de coliformes totais, expressos em ufc / 100 ml e agrupados por 
estações do ano, para os três pontos de amostragem, encontram-se representados na 
Tabela 21. Em conformidade com estes resultados parece não haver uma relação 
directa destes microrganismos com as estações do ano. Também para este parâmetro, a 
maior abundância microbiana verifica-se na estação Portas do Mar (Figura 13-A). Na 
Ilha observaram-se valores mais baixos, comparativamente com as outras duas 
estações, com excepção da amostra colhida em Junho de 1990, na qual se registou um 
valor superior ao observado na estação Ponte Cais (Figurai3-A). Em termos de 
flutuações, as maiores verificam-se nas amostras da estação Portas do Mar, onde os 
valores máximos e míminos diferem de 3 ordens de magnitude. Na estação Ponte Cais 
estas diferenças são de duas ordens e de uma para a Ilha . 
b - Coliformes fecais 
A Tabela 22 resume os dados obtidos para os coliformes fecais que foram 
tratados de forma idêntica à referida para os coliformes totais. 
A Figura 13-B traduz a variação espaço-temporal das concentrações 
microbianas, expressas em logaritmos decimais nas três estações de amostragem. 
Verifica-se que os valores registados para estes microrganismos apresentam, 
para o período em estudo e para as três estações de amostragem, a mesma tendência 
que a observada para os coliformes totais (Figura 13-A). 
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Tabela 21. Coliformes totais em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml) 
ANO ESTAÇÃO 
ILHA (xlO2) PORTAS DO MAR (xlO5) PONTE CAIS (xlO3) 
X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 5,20 ± 3,00 8,00 2,00 2,97 ± 0,91 3,80 2,00 2,93 ± 1,50 4,60 1,70 
VERÃO 15,50 ± 13,10 30,00 4,50 2,48 ± 2,28 4,70 0,10 5,43 ± 3,58 8,70 1,60 
OUTONO 5,70 ± 3,40 8,00 1,70 12,20 ± 6,70 19,00 5,60 8,77 ± 4,00 12,00 4,30 
INVERNO 20,30 ± 4,60 23,00 15,00 4,87 ± 4,56 9,80 0,80 12,77 ± 11,45 25,00 2,30 
1991 PRIMAVERA 4,00 ± 2,30 6,60 2,30 102,95 ± 170,67 300,00 1,40 5,90 ± 7,03 14,00 1,40 
VERÃO 15,00 ± 3,60 18,00 11,00 4,60 ± 0,53 5,00 4,00 104,33 ± 152,15 280,00 14,00 
OUTONO 9,40 ± 5,70 16,00 5,40 2,90 ± 0,66 3,60 2,30 16,03 ± 12,72 30,00 5,10 
INVERNO 3,70 ± 2,50 6,30 1,20 2,93 ± 0,06 3,00 2,90 5,73 ± 3,50 8,50 1,80 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 22. Coliformes fecais em águas superficiais, nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml). 
ILHA (xlO2) PORTAS DO MAR (xlO4) PONTE CAIS (xlO3) 
ANO ESTAÇAO X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 1,40 ± 1,20 2,60 0,20 6,80 ± 5,84 13,00 1,40 0,90 ± 0,35 1,30 0,64 
VERÃO 0,42 ±0,14 0,57 0,30 5,89 ± 5,00 8,90 0,12 0,82 ± 0,69 1,40 0,06 
OUTONO 0,50 ±0,12 0,61 0,37 16,17± 11,75 28,00 4,50 1,31 ± 0,44 1,70 0,83 
INVERNO 3, 90 ±2,17 5,20 1,40 7,80 ± 5,89 13,00 1,40 2,49 ± 2,25 5,00 0,66 
1991 PRIMAVERA 1,20 ±0,00 1,20 1,20 10,50 ± 7,09 16,00 2,50 1,28 ± 1,35 2,80 0,21 
VERÃO 1,00 ±0,42 1,30 0,52 8,13 ± 6,82 16,00 3,90 10,00 ± 14,73 27,00 1,00 
OUTONO 1,53 ±0,35 1,90 1,20 5,30 ± 2,54 8,20 3,50 1,85 ± 1,43 3,20 0,36 
INVERNO 1,00 ±0,40 1,40 0,60 5,67 ± 1,55 7,20 4,10 1,08 ± 0,79 2,00 0,61 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Figura 12. Tipos morfológicos. Bactérias isoladas e bactérias agregadas a material 
particulado. Microfotografias de microscópio electrónico de varrimento. 
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c - Estreptococos fecais 
Na Tabela 23 encontram-se agrupados os dados das contagens de 
estreptococos fecais nas três estações. Parece não existir, tal como o verificado para os 
coliformes totais e fecais, variações sazonais relevantes. Os dados registados na figura 
14-A permitem verificar, que é também na estação Portas do Mar onde se registaram 
as contagens mais elevadas, seguindo-se a estação Ponte Cais e por último a estação 
Ilha com os valores mais baixos. Observaram-se grandes flutuações nos resultados das 
contagens destas bactérias, nas três estações de amostragem (Figura 14- A). 
d - Bacteriófagos de Escherichia coli C 
Os resultados obtidos para este parâmetro, expressos em unidades formadoras 
de placas de lise por 100 ml (ufp / 100 ml), encontram-se resumidos na Tabela 24. 
A Figura 14-B traduz a variação espaço-temporal relativamente a este 
parâmetro. 
Os colifagos foram quantificados em todas as amostras, num intervalo de 
concentração que variou de 80 (Ilha) a 9,2x104 ufp / 100 ml (Portas do Mar). 
A variação espacial dos parâmetros referentes aos coliformes totais, 
coliformes fecais, estreptococos fecais e colifagos, encontra-se graficada na Figura 15, 
estando os dados agrupados por anos e a concentração média anual, expressa em log / 
100 ml. A Figura 16 permite destacar a predominância dos microrganismos de origem 
fecal nas três estações de amostragem. 
A Figura 17, é uma ilustração obtida através do microscópio electrónico de 
transmissão, na qual se pode observar a morfologia e dimensões de um colifago 
isolado numa amostra de água da Ria Formosa. Em conformidade com Ackermann 
(1987) o colifago isolado pertence à família Siphoviridae, e ao morfbtipo com 
cauda flexível (Ackerman, 1991; Ackerman e Eisenstark, 1974). 
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Tabela 23. Estreptococos fecais em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml). 
ANO 
ILHA (xlO) PORTAS DO MAR (xlO3) PONTE CAIS (xlO2) 
ESTAÇÃO X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 6,57 ±2,70 9,70 5,00 2,30 ±2,09 4,70 0,90 1,04 ± 0,20 1,20 0,82 
VERÃO 5,17 ±2,30 7,20 2,70 3,29 ± 2,77 5,70 0,26 0,77 ± 0,19 0,95 0,57 
OUTONO 2,90 ± 1,70 4,80 1,70 5,77 ± 2,29 7,60 3,20 1,36 ± 0,57 1,90 0,77 
INVERNO 10,87 ±8,80 21,00 4,80 7,23 ± 7,00 15,00 1,40 3,07 ± 1,10 3,81 1,80 
1991 PRIMAVERA 3,60 ± 1,20 4,50 2,30 4,25 ± 3,54 8,20 1,35 1,42 ± 1,08 2,40 0,26 
VERÃO 3,93 ±4,20 8,80 1,20 2,47 ± 1,69 4,10 0,72 3,07 ± 3,26 6,70 0,40 
OUTONO 3,10 ± 1,40 4,70 2,00 2,05 ±1,78 4,10 0,85 1,06 ± 0,98 2,20 0,47 
INVERNO 3,60 ± 1,30 4,80 2,30 1,17 ± 0,35 1,50 0,80 9,41 ± 14,37 26,00 0,82 
X- média 
s - desvio-padrão 
122 
Tabela 24. Fagos de E.coli C em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (uíp/100 ml). 
ANO 
ILHA (xlO) PORTAS DO MAR (xlO3) PONTE CAIS (xlO2) 
ESTAÇÃO X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 2,60 ± 0,77 3,25 1,75 4,43 ±1,93 5,60 2,20 1,50 ±0,26 1,80 1,30 
VERÃO 4,93 ± 5,37 11,00 0,80 5,23 ± 2,60 7,80 2,60 1,03 ±0,21 1,20 0,80 
OUTONO 3,67 ± 1,53 5,00 2,00 5,30 ±2,68 7,70 2,40 2,43 ± 0,74 3,00 1,60 
INVERNO 10,27 ±3,52 14,00 7,00 4,20 ± 2,62 7,10 2,00 3,00 ±2,33 5,60 1,10 
1991 PRIMAVERA 4,87 ±2,14 6,20 2,40 3,07 ±2,54 6,00 1,60 1,94 ± 1,67 3,80 0,56 
VERÃO 1,13 ±0,12 1,20 1,00 4,36 ±4,30 9,20 0,98 2,53 ± 2,65 5,50 0,40 
OUTONO 3,93 ±2,16 6,40 2,40 0,71 ±0,49 1,10 0,16 1,11 ±0,79 1,60 0,20 
INVERNO 6,00 ± 2,00 8,00 4,00 1,62 ±0,43 2,00 1,16 3,37 ±3,67 7,60 1,20 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Figura 13. Variação espaço-temporal de coliformes totais (A) e coliformes fecais (B); estações Ilha (I), 
Portas do Mar (PM) e Ponte Cais (PC). 
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Figura 14. Variação espaço-temporal de estreptococos fecais (A) e colifagos (B); estações Ilha (I), 
Portas do Mar (PM) e Ponte Cais (PC). 
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Figura 17. Morfologia de um colifago isolado em amostra de água da Ria Formosa. 
Microfotografla de microscópio electrónico de transmissão. 
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Os coeficientes de correlação de Pearson, que se apresentam a seguir nas 
Tabelas 25, 26, 27 e 28 permitem estabelecer a relação existente entre os 
microrganismos indicadores estudados. 
Para as três estações de amostragem registaram-se correlações significativas 
(p=0.05) entre coliformes fecais e colifagos. Não foram encontradas outras correlações 
significativas entre os microrganismos indicadores pesquisados nas 25 amostras de 
água da estação Ilha. É de notar que a estação Ilha é a que se encontra mais afastada 
de fontes poluidoras sistemáticas. Para as amostras das estações Portas do Mar e 
Ponte Cais verificou-se que se correlacionavam bem os seguintes microrganismos: 
coliformes totais e coliformes fecais (p=0.01). Para a estação Portas do Mar ainda se 
verificaram boas correlações entre os colifagos e os estreptococos fecais. Para os 
estreptococos fecais isolados nas amostras de água da estação Ponte Cais registaram- 
se correlações significativas entre os coliformes totais e os fecais. Da análise global 
(Tabela 28), isto é considerando toda a informação obtida e processando-a como se 
tratasse de um só local de amostragem (n=3x25), resulta que os quatro parâmetros, 
coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais e colifagos se correlacionam 
bem entre si. 
Tabela 25. Matriz de correlação de microrganismos indicadores de contaminação 
fecal, em amostras de água da estação Ilha. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos 
totais fecais fecais 
Coliformes 1 
totais 
Coliformes 0,375 1 
fecais 
Estreptococos 0,284 0,257 1 
fecais 
Colifagos -0,127 0,385* 0,164 1 
* significante para p=0,05 
n=25 
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Tabela 26. Matriz de correlação de microrganismos indicadores de contaminação de 
origem fecal, em amostras de água da estação Portas do Mar. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos 
totais fecais fecais  
Coliformes 1 
totais 
Coliformes 0,759** 1 
fecais 
Estreptococos 0,236 0,241 1 
fecais 
Colifagos 0,151 0,388* 0,450* 1 
* significante para p=0,05 
** significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 27. Matriz de correlação de microrganismos indicadores de contaminação de 
origem fecal, em amostras de água da estação Ponte Cais. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos 
totais fecais fecais 
Coliformes 1 
totais 
Coliformes 0,841** 1 
fecais 
Estreptococos 0,450* 0,653** 1 
fecais 
Colifagos 
0,309 0,535** 0.473* 1 
* significante para p=0,05 
** significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 28. Matriz de correlação de microrganismos indicadores de contaminação de 
origem fecal, em amostras de água das estações Ilha, Portas do Mar, Ponte Cais. 
Parâmetros Coliformes 
totais 
Coliformes 
fecais 
Estreptococos Colifagos 
fecais 
Coliformes 1 
totais 
Coliformes 0,960** 1 
fecais 
Estreptococos 0,879** 0,898** 1 
fecais 
Colifagos 0,860** 0,913** 0,884** 1 
** significante para p=0,01 
n=75 
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1.2.3. Microrganismos patogénicos 
Em relação a Pseudomonas aeruginosa e Salmonella, os dados obtidos 
para estes microrganismos, foram tabelados e graficados de forma idêntica aos 
resultados apresentados nos pontos anteriores. Assim as Tabelas 29 e 30 resumem a 
informação obtida para P. aeruginosa e para Salmonella, respectivamente. As 
variações espaço-temporais, encontram-se registadas nas Figuras 18A e 18B. 
Relativamente à levedura Candida albicans, apesar de se ter obtido 
crescimento de colónias típicas em meio selectivo, observaram-se tubos germinativos 
simplesmente em três amostras de água. da estação Ponte Cais. Quantificaram-se 8, 4, 
e 12 ufc/100 ml. Não se obtiveram valores de correlação significativos para este 
microrganismo. 
Na estação Ilha, apenas se isolaram e identificaram Salmonella em 3 
amostras, tendo sido 43 o Número Mais Provável (NMP) em 100 ml. O valor máximo 
observado nas outras duas estações, em lOOml, foi de 4600. Para estes três parâmetros 
os valores de correlação obtidos não foram significantes (p>0,05), em nenhuma das 
três estações de amostragem. 
Na Tabela 31 encontra-se uma listagem dos serotipos isolados nas três 
estações. 
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Tabela 29. Pseudomonas aeruginosa em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (ufc/100 ml). 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
ANO ESTAÇAO X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s (n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 2,67 ± 5,00 8 0 58,67 ± 74,00 142 0 23,33 ± 25,00 50 0 
VERÃO 4,00 ± 7,00 12 0 57,67 ± 13,00 73 50 23,33 ± 24,00 51 9 
OUTONO 4,67 ± 6,00 12 0 196,67 ± 64,00 270 160 19,00 ± 6,00 23 12 
INVERNO 8,67 ± 13,00 24 0 156,67 ± 75,00 200 70 10,57 ± 2,00 12 9 
1991 PRIMAVERA 2,00 ± 3,00 6 0 29,67 ± 28,00 60 4 3,33 ± 6,00 10 0 
VERÃO 1,53 ± 3,00 5 0 36,00 ± 28,00 66 10 63,33 ± 92,00 170 8 
OUTONO 30,33 ±49,00 87 0 90,00 ± 82,00 180 20 190,33 ±303,00 540 2 
INVERNO 5,00 ± 6,00 12 0 308,67 ±278,00 570 16 61,87 ± 98,00 175 5 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Tabela 30. Salmonella em águas superficiais nas estações Ilha, Portas do Mar e Ponte de Cais (NMP/lOOml). 
ANO ESTAÇAO 
ILHA PORTAS DO MAR PONTE CAIS 
X±s (n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo X±s(n=3) Máximo Mínimo 
1990 PRIMAVERA 80,00 ± 138,56 240,00 0,00 3074,33 ± 2642,53 4600,00 23,00 164,40 + 256,44 460,00 9,00 
VERÃO 3,00 ± 5,20 9,00 0,00 38,67 ± 48,44 93,00 0,00 174,67 + 249,17 64,00 0,00 
OUTONO 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 31,00 ± 53,69 93,00 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 
INVERNO 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 600,00 ± 446,77 1100,00 240,00 153,33 +265,58 460,00 0,00 
1991 PRIMAVERA 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 198,67 ± 227,70 460,00 43,00 31,00 + 53,70 93,00 0,00 
VERÃO 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 62,00 ± 53,69 93,00 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 
OUTONO 14,33 ± 24,83 43,00 0,00 167,67 ± 254,08 460,00 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 
INVERNO 0,00 ± 0,00 0,00 0,00 64,33 ± 77,24 150,00 0,00 153,33 +265,58 460,00 0,00 
X- média 
s - desvio-padrão 
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Figura 18. Variação espaço-temporal de Pseudomonas aeruginosa (A) e Salmonella (B); 
estações Ilha (I), Portas do Mar (PM) e Ponte Cais (PC). 
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Tabela 31. Serotipos de Salmonella isolados nas estações em estudo 
Número de Isolamentos 
Serotipo Ilha Portas do Mar Ponte de Cais 
S. virchow 2 (8,0) 4(16.0) 2 (8,0) 
S. senftenberg 1 (4,0) 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. derby 1 (4,0) 1(4,0) 1 (4,0) 
S. brazaville 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. give 2 (8,0) 
S. heidelberg 2 (8,0) 
S. infantis 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. putten 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. typhimurium 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. worthington 1 (4,0) 1 (4,0) 
Salmonella 6, 7; r: 1 (4,0) 1 (4,0) 
S. barreily 1 (4,0) 
S. brandenhurg 1 (4,0) 
S. eníeritidis 1 (4,0) 
S. mbandaka 1 (4,0) 
S. berta 1 (4,0) 
S. agona 1 (4,0) 
S. westhampton 1 (4,0) 
Número total 5 (20,0) 23 (92,0) 9 (36,0) 
* Em parêntese percentagem de isolamento 
1.3. Relações entre microrganismos indicadores e patogénicos 
As Tabelas 32, 33 e 34 traduzem as correlações obtidas para os 
microrganismos indicadores e patogénicos. Analisando cada estação de amostragem 
individualmente, não se registaram correlações significativas entre estes 
microrganismos. No entanto quando se efectua uma análise global (Tabela 34), isto é 
considerando todos os valores observados como fazendo parte da mesma amostra. 
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registam-se correlações significativas entre os microrganismos indicadores de 
contaminação fecal e os patogénicos Pseudomonas aeruginosa e Salmonella. 
Tabela 32. Matriz de correlação de parâmetros analisados em amostras de água da 
estação Ilha. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos Salmonella 
totais fecais fecais 
Salmonella 0,059 0,004 0,014 0,105 1 
P. aeruginosa -0,009 0,148 0,007 0,305 -0,171 
n=25 
Tabela 33. Matriz de correlação de parâmetros analisados em amostras de água da 
estação Portas do Mar. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos Salmonella 
totais fecais fecais 
Salmonella -0,201 -0,238 0,296 0,111 1 
P. aeruginosa 0.091 0,310 0,332 0,193 
-0,212 
n=25 
Tabela 34. Matriz de correlação de parâmetros analisados em amostras de água da 
estação Ponte Cais. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos Salmonella 
totais fecais fecais 
Salmonella -0,196 0,018 0,274 
-0,066 1 
P. aeruginosa 0,218 0,169 
-0,045 0,066 -0,167 
n=25 
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Tabela 35. Matriz de correlação de parâmetros analisados em amostras de água das 
estações Ilha, Portas do Mar. Ponte Cais. 
Parâmetros Coliformes Coliformes Estreptococos Colifagos Salmonella 
totais teçais fecais 
Salmonella 0,443** 0,471** 0,570** 0,503** 1 
P. aeruginosa 0,630** 0.663** 0.601** 0.693** 0.223 
** significante para =0,01 
n=75 
1.4. Relações entre microrganismos heterotróficos totais e indicadores fecais 
Pela análise dos dados contidos nas Tabelas 36, 37 e 38 há a destacar, para as 
amostras da estação Ilha, correlação significativa entre os coliformes totais e 
microrganismos mesófilos que crescem a 220C. Em amostras da estação Portas do 
Mar, os coliformes totais mostraram-se bem correlacionados com todos os 
microrganismos heterotróficos estudados. Ao analisar os dados na sua globalidade 
(Tabela 39), foram encontradas correlações significativas para todos os parâmetros 
aqui considerados com excepção para o total de bactérias. A diferença na metodologia 
utilizada para cálculo do Número Total de Bactérias poderá ser o motivo principal para 
não se registarem relações entre os microrganismos heterotróficos e o Número Total 
de Bactérias. 
Tabela 36. Matriz de correlação, para parâmetros da estação de amostragem Ilha 
Parâmetros N0 Total Saprófítos Sapró fitos Mesó filos Mesó filos 
Bactérias 35%o 17,5%o 370C 220C 
N0 Total 
Bactérias 1 -0,102 -0,113 0,190 0,205 
Coliformes 
totais 0,274 0,247 -0,071 0,314 0,468* 
Coliformes 
fecais -0,234 0,143 0,253 0,261 0,286 
Estreptococos 
fecais 0,056 -0,159 -0,213 -0,080 -0,042 
Colifagos -0,194 0.114 0.127 -0.010 -0.043 
*significante para p=0,05 
n=25 
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Tabela 37. Matriz de correlação, para parâmetros da estação de amostragem Portas 
do Mar. 
Parâmetros N0 Total Saprófitos Saprófitos Mesó filos Mesó filos 
Bactérias 35%o 17,5%o 370C 220C 
N0 Total 1 0.048 -0,126 0,045 0.106 
Bactérias 
Coliformes 0,045 0,391* 0,548** 0,633** 0,704** 
totais 
Coliformes 0.211 0.242 0,184 0,353 0,411* 
fecais 
Estreptococos 0,259 0,266 0,211 0,283 0,288 
fecais 
Colifagos 0,216 -0,116 -0,176 -0,208 -0.004 
* significante para p=0,05 
**significante para p=0,01 
n=25 
Tabela 38. Matriz de correlação, para parâmetros da estação de amostragem Ponte 
Cais. 
Parâmetros N0 Total 
Bactérias 
Saprófitos 
35%o 
Saprófitos 
17,50/oo 
Mesó filos 
370C 
Mesó filos 
220C 
N0 Total 1 -0,365 -0,300 -0,233 -0,240 
Bactérias 
Coliformes -0,066 0,243 0,112 0,309 0,316 
totais 
Coliformes -0,190 0,074 -0,040 0,150 0,129 
fecais 
Estreptococos 
fecais 
Colifagos 
-0,069 
0.154 
-0,160 
-0,079 
-0,179 
-0,126 
-0,125 
-0,224 
-0,112 
-0.202 
n=25 
Tabela 39. Matriz de correlação, para parâmetros das estações de amostrag 
Portas do Mar. Ponte Cais. 
Parâmetros N0 Total 
Bactérias 
Saprófitos 
35%o 
Saprófitos 
17,5%o 
Mesó filos 
370C 
Mesófilos 
220C 
N0 Total 1 0,057 0,059 0,207 0,218 
Bactérias 
Coliformes 0,275* 0,617** 0,679** 0,831** 0,825** 
totais 
Coliformes 0,236* 0,572** 0,644** 0,795** 0,775** 
fecais 
Estreptococos 
fecais 
Colifagos 
0,286* 
0,264* 
0,502** 
0,492** 
0,580** 
0,575** 
0,711** 
0,681** 
0,694** 
0,674** 
* significante para p=0,05 
**signifícante para p=0,01 
n=75 
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1.5. Relações entre parâmetros físico-químicos e microbiológicos 
1.5.1. Físico-químicos e indicadores de contaminação fecal 
Nas Tabelas 40, 41, 42 e 43 concentra-se informação sobre as correlações 
entre os indicadores microbiológicos de contaminação fecal (coliformes totais, 
coliformes fecais, estreptococos fecais e colifagos) e parâmetros físico-químicos do 
meio marinho. Nas amostras da estação Ilha. registaram-se correlações significativas, 
embora negativas, entre a temperatura e os coliformes fecais; os coliformes totais e a 
transparência e a salinidade. Na estação Portas do Mar apenas os coliformes totais se 
correlacionam negativa e significativamente com o oxigénio dissolvido. Não se 
observararam correlações significativas para as amostras recolhidas na estação Ponte 
Cais. 
Através da análise global dos dados (Tabela 43), registaram-se correlações 
significativas (negativas) entre os indicadores clássicos e o oxigénio dissolvido e a 
transparência, assim como entre os estreptococos fecais e a salinidade. 
Tabela 40. Matriz de correlação de parâmetros registados em amostras de água da 
estação Ilha. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
Dissolvido 
Coliformes 0,247 -0,073 -0,126 -0,455* 
totais 
Coliformes -0,527** 0,193 -0,423* -0,256 
fecais 
Estreptococos -0,239 0,162 -0,275 -0,599** 
fecais 
Colifagos -0,727** (U51 -0.650** -0.039 
* significante para p=0,05 
** significante para =0,01 
n=25 
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Tabela 41. Matriz de correlação de parâmetros registados em amostras de água da 
estação Portas do Mar. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio 
dissolvido 
Salinidade Transparência 
Coliformes -0,084 0,419* -0,075 0,226 
totais 
Coliformes -0,200 0,141 -0,217 0,086 
fecais 
Estreptococos 
fecais 
-0,134 0,093 -0,289 -0,021 
Colifaeos 0,097 0,003 -0,127 -0,301 
* significante para p=0,05 
n=25 
Tabela 42. Matriz de correlação de parâmetros registados em amostras de água c 
estação Ponte Cais 
Parâmetros Temperatura Oxigénio 
dissolvido 
Salinidade Transparência 
Coliformes 0,311 -0,156 -0,069 0,021 
totais 
Coliformes 0,066 -0,215 -0,141 -0,057 
fecais 
Estreptococos 
fecais 
-0,250 -0,185 -0,130 -0,292 
Colifagos -0,286 -0,153 -0,378 0,124 
n=25 
Tabela 43. Matriz de correlação de parâmetros registados em amostras de água d 
estações Ilha, Portas do Mar, Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio 
dissolvido 
Salinidade Transparência 
Coliformes 0,057 -0,251* -0,180 -0,266* 
totais 
Coliformes -0,065 -0,271* -0,229 -0,275* 
fecais 
Estreptococos 
fecais 
-0,078 -0,280* -0,251* -0,381** 
Colifagos -0,111 -0,276* -0,263* -0,291* 
* significante para p-0,05 
** significante para =0,01 
n=75 
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1.5.2. Físico-químicos e microrganismos heterotróficos 
As Tabelas 44, 45, 46 e 47, reflectem as relações registadas para os 
parâmetros físico-químicos e os microrganismos cultivados a temperaturas de 37° C. 
22° C e salinidades de 35 %o el 7,5 %o. 
Na Tabela 44, que se refere às amostras da estação ilha, não se encontram 
valores de correlação significativos para as relações entre os parâmetros físico- 
químicos e os microrganismos heterotróficos. Nas estações Portas do Mar e Ponte 
Cais (Tabelas 45 e 46), há a destacar a influência do oxigénio dissolvido na variação 
dos microrganismos mesófilos. Na análise global (Tabela 47), também não se 
registaram correlações significativas. 
Tabela 44. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras da estação Ilha 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido 
Mesófilos a 37° C 
-0,093 0,005 
-0,164 
-0,268 
Mesófilos a 22° C 
-0,038 0,060 
-0,207 
-0,332 
Saprófitos a 35 %o 0,098 
-0,030 0,102 
-0,246 
Saprófitos a 17.5 %o 
-0.087 0.179 0.128 
-0.151 
n=25 
Tabela 45. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em 
Portas do Mar. 
amostras da estação 
Parâmetros Temperatura Oxigénio 
dissolvido 
Salinidade Transparência 
Mesófilos a 37° C 
-0,016 0.358 
-0,080 0,292 
Mesófilos a 22° C 0.016 0,397* 
-0,077 0,240 
Sapró fitos a 35 %o 0,154 0,009 0.075 0,158 
Sapró fitos a 17,5 %o 0,323 0,182 0,011 0,189 
* significante para p=0,05 
n=25 
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Tabela 46. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras da estação 
Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio 
dissolvido 
Salinidade Transparência 
Mesófilos a 37° C 0,227 0,494** 0,222 -0,063 
Mesófilos a 22° C 0,186 0,433* 0,174 -0,001 
Saprófitos a 35 %o 0,303 0,250 0,203 0,148 
Saprófítos a 17.5 %o 0,372 0,308 0.277 0,130 
* significante para p=0,05 
** significante para =0,01 
n=25 
Tabela 47. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras das estações 
Ilha. Portas do Mar, Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido 
Mesófilos 37° C 0,035 
-0,033 -0,142 -0,211 
Mesófilos 22° C 0,047 -0,028 -0,151 -0,224 
Saprófítos 35 %o 0,155 
-0,070 -0,016 -0,094 
Saprófítos 17.5 %o 0.168 -0,034 -0,054 
-0,149 
n=75 
1.5.3. Físíco-químícos e microrganismos patogénícos. 
Os resultados reunidos nas Tabelas 48, 49 e 50 indicam a existência de 
correlações significativas entre Pseudomonas aeruginosa e o oxigénio dissolvido, e 
entre Salmonella e os parâmetros, salinidade e transparência. Na análise global 
(Tabela 51) não se registaram correlações significativas entre Salmonella e salinidade. 
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Tabela 48. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras da estação Ilha 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido  
Salmonella 0.008 -0.090 0,020 -0,176 
P. aeruginosa 
-0.107 -0.243 -0.187 0.205 
n=25 
Tabela 49. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras da estação 
Portas do Mar. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido 
Salmonella 0.473* -0,259 -0,037 0,223 
P. aeruginosa -0.173 -0,196 -0.248 0,208  
* significante para p=0,05 
** significante para =0,001 
n=25 
Tabela 50. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras da estação 
Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido 
Salmonella -0.054 0,013 0,451* -0,464* 
P. aeruginosa 0.279 -0,481* 0,016 0,209 
* significante para p=0,05 
n=25 
Tabela 51. Matriz de correlação de parâmetros colhidos em amostras das estações 
Ilha. Portas do Mar, Ponte Cais. 
Parâmetros Temperatura Oxigénio Salinidade Transparência 
dissolvido 
Salmonella -0,11 -0,096 -0,14 -0,425** 
P. aeruginosa -0,004 -0,395** -0,215 0,004 
** significante para =0,001 
n=75 
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2. ESTUDO COMPARATIVO DE MEIOS SELECTIVOS PARA O 
ISOLAMENTO E QUANTIFICAÇÃO DE ESTREPTOCOCOS FECAIS 
2.1. Prova de crescimento qualitativo 
Na Tabela 52, encontram-se os resultados referentes ao estudo de 
crescimento qualitativo, das 15 estirpes bacterianas ensaiadas em 7 meios de cultura 
selectivos. 
Todos os meios selectivos, utilizados neste teste, permitiram o crescimento 
das estirpes de estreptococos fecais em estudo, com excepção para o caso do meio de 
agar Kanamicina Esculina Azida, no qual se registou um crescimento reduzido de 
Síreptococcus equinus, somente no final do período de pesquisa. Totalmente 
selectivos, foram unicamente, o agar mEnterococcus e o agar KF, dado que 
asseguraram o crescimento óptimo de todos os estreptococos fecais às 24 h, e não 
permitiram o crescimento de nenhuma das restantes estirpes bacterianas. Por outro 
lado, os agares Bilis Esculina Azida (BEA) e Kanamicina Esculina. que são usados 
como rotina para a recuperação de enterococos e estreptococos fecais, revelaram um 
crescimento óptimo de microrganismos acompanhantes, tais como Staphylococcus 
aureus, Síreptococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Candido albicans. e 
crescimento reduzido de estirpes do género Klebsiella. O meio basal de Bame e o 
caldo Azida Dextrose (meio de Rothe) permitiram o crescimento de praticamente 
todas as estirpes testadas. Contudo, o caldo confirmativo, Etilo Violeta Azida (EVA, 
meio de Litsky), revelou possuir uma boa selectividade. 
2.2. Selectividade 
A Tabela 53 resume os resultados de selectividade de 8 meios de cultura 
utilizando 13 amostras de água da Ria Formosa. A selectividade mede a capacidade de 
um meio de cultura inibir ou reduzir o crescimento dos microrganismos 
acompanhantes. Nenhum meio de cultura testado, no presente trabalho, atingiu uma 
redução, dos microrganismos acompanhantes, de 1000 vezes, aqui expresso como 3- 
logs. A redução média variou entre 2,35 e 0,73-logs para o procedimento em que se 
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TABELA 52. Crescimento qualitativo de diferentes microrganismos em meios de cultura selectivos para estreptococos fecais. 
Meios de cultura 
Estirpe m Enterococcus KF BEA KEA Barne's Rothe's Litsky 's 
Enterococcus fdecai is ATCC 8213 + + + a + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
E faecalis ATCC 19433 + + + + + + + + + + + + + + + + + + f + + 
E. faecium ATCC 1 0541 + + + + + + + + + + + + + + + + + + f + + 
Streptococcus equínus CECT 973 + + + + + + + + + ±b + + + + + + + + + 
5. mitis CECT 804 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -f 
Staphylococcus aureus NCTC 8532 -c - + + + + + + + +d + + + - 
5, epidermídis NCTC4276 - + + + - + + + + + - 
Escher ichia coli NCTC 9001 - - - + + + + + + - 
K lebsiella aerogenes NCT C 41 8 - ± ± + + + ± - 
K. pneumoniae hJCC 13883 - ± ± + + + - 
Proteus vulgaris CíCl 484 - - - + + + + + + - 
SalmoneJJa typhimuríum ATCC 13311 - - - + + + + + + + e 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1 0 1 45 - + + + + + + + + + + + + + 
Bacillus stearothermophilus HC1C 10003 - - - - + + + + + + - 
Candida albicans INSA 969 - + + + + + + - + + + - 
9
 crescimento a 24h ^ crescimento a 48h ATCC: American Type Culture Collection 
b
 crescimento reduzido e crescimento a 72h CECT: Colección Espanola de Cultivos Tipos 
c
 sem crescimento NCTC: National Collection of Type Cultures 
INSA: Instituto Nacional de Saúde (Portugal) 
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TABELA 53. Selectividade dos métodos para enumeração de estreptococos fecais em amostras de água do mar 
Factor de redução a 
Meios de cultura Primavera Verão Outono Inverno Global 
(n= 3) (n= 1) (n= 7) (n= 2) (n= 13) 
m Enterococcus 106,4 78,3 243,8 1 13,8 179,4 
KF 131 .9 58,1 279,8 126,8 205,1 
BEA 36,4 35,3 82,3 62,5 65,0 
KEA 51 .6 52,9 21 1 .3 40,6 136,0 
BE 4.1 1 ,5 7.3 2.8 5.4 
Barne's 47,4 29,5 197,7 51 ,4 127,6 
Mitis-Salivarius 4,1 4.5 96,8 7.7 54,6 
Rothe-Lítsky 88,3 1 .6 359,2 52,7 222,0 
a
 Razão entre o número total de colónias contadas no meio de controlo (PCA) e o número total de colónias 
contadas em cada meio testado. 0 valor apresentado representa a média obtida em oito amostras por teste e 
amostragem 
aplicou em conjunto os meios de Rothe e Listky e agar Bílis Esculina.Os meios mais 
selectivos foram a associação Rothe e Litsky, KF e mEnterococcus, atendendo a que 
não existem diferenças significativas entre as médias dos seus factores de redução 
(p>0,l) (2,35 versus 2,31 versus 2,25-logs). No entanto, se os resultados forem 
analisados com base na estação do ano, o agar mEnterococcus apresenta a melhor 
capacidade selectiva para o verão e para o inverno, o agar KF para a primavera e 
Rothe-Litsky para o período do outono. Os factores de redução manifestados pelos 
meios testados variaram de acordo com o conteúdo microbiológico das amostras. 
Assim, para níveis superiores a IO6 ufc/100 ml, todos os meios testados apresentaram 
factores de selectividade elevados, variando entre cerca de 3-logs (2,98) para a 
associação Rothe e Litsky e 1,32 logs para o agar BE. Para níveis inferiores a 
106ufc/100 ml, somente os meios KF e mEnterococcus apresentaram reduções da 
ordem dos 2-logs. 
2.3. Especificidade 
Considera-se que um meio é específico para um determinado microrganismo, 
estreptococos fecais neste caso particular, quando 90% ou mais das colónias típicas, 
recuperadas por esse meio de cultura, sejam confirmadas como pertencentes a esse 
grupo microbiano. Por outro lado, a percentagem de estreptococos fecais que crescem 
como colónias não típicas , não pode ser superior a 10 %. Um número superior a 500 
colónias, que cresceram nos meios selectivos, foram isoladas e identificadas conforme 
a metodologia descrita em Material e Métodos. As percentagens mais elevadas, de 
colónias típicas confirmadas como sendo estreptococos fecais, foram determinadas nos 
agares KF e mEnterococcus (98,5 e 97,5%, respectivamente) (Tabela 54). Estes 
foram os únicos meios que satisfizeram o critério de especificidade. 
Os restantes meios testados, apresentaram uma especificidade muito baixa, 
dado que a percentagem de confirmação, das colónias típicas, como sendo 
estreptococos fecais, variou de 80,5% para o agar KEA a 6,8% para o agar BE. Por 
outro lado, as percentagens de falsos negativos, foram aceitáveis para todos os meios 
testados (inferior a 10%). A verificação, ao nível do género, das colónias típicas que 
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TABELA 54. Especificidade comparativa de diversos meios de cultura selectivos para estreptococos fecais. 
NQ, de colónias examinadas Colónias típicas Colónias não típicas 
Meios de cultura LR examinado Percentagem de confirmação LR. examinado Percentagem de confirmação 
como estreptococos fecais comio estreptococos fecais 
m Enterococcus 80 80 97,5 0 0 
KF 68 66 98,5 2 0 
BEA 79 60 68,3 19 1,3 
KEA 69 41 80,5 28 1 .4 
BE 73 44 6.8 29 1 .4 
Barne's 69 68 67,6 1 0 
Mitis-Salivarius 95 77 13,0 18 0 
TOTAL 533 436 97 
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cresceram nos diferentes meios testados, encontra-se descrita na Tabela 55. Todas as 
colónias típicas (n=533), foram identificadas utilizando o sistema API 20 STREP. 
Na Tabela 56 encontram-se listadas as espécies identificadas, o número de 
isolamentos e os meios de cultura onde se desenvolveram. Todos os meios 
recuperaram, principalmente espécies que pertencem ao género Enterococcus, com 
excepção para o agar Bílis Esculina. que recuperou somente espécies do género 
Streptococcus, das quais nenhuma pertence ao grupo dos estreptococos fecais. Pelos 
resultados obtidos, os agares BE e Mitis-Salivarius foram eliminados dos estudos 
comparativos que se seguem. 
2.4 - Eficiência de detecção e recuperação de estreptococos fecais 
Os meios testados, descritos na Tabela 57 são igualmente eficientes na 
detecção de estreptococos fecais em amostras de água (100%). Contudo, as taxas de 
recuperação dos meios, apresentam diferenças, tomando em consideração as colónias 
típicas e o número de estreptococos teçais confirmados. O agar mEnterococcus e o 
procedimento da filtração com membrana, apresentam a percentagem média de 
recuperação relativa mais elevada (84,7%), no entanto não se verifica uma diferença 
significativa para a técnica do NMP usando os caldos Rothe e Listky (81,2%). Por 
outro lado, foi observada uma taxa de recuperação relativa tão baixa como 59%, para 
o agar BEA em conjunto com a técnica da filtração por membrana. 
2.5. Precisão 
Na Figura 19, estão representados os valores do índice de dispersão de Fisher 
D2, calculados para cada um dos 6 meios de cultura em estudo, e para um total de 21 
amostras de água. 
Como pode ser observado, existe uma distribuição uniforme das contagens 
para os agares mEnterococcus, Kanamicina Esculina Azida e Mitis - Salivarius, e não 
foi detectado um efeito significativo de placa para placa. Foi também registada uma 
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TABELA 55. Verificação, ao nível do género, de colónias típicas desenvolvidas nos diferentes meios de cultura testados 
Percentagem de verificação de colónias típicas como 
N° de colónias 
Meio de cultura examinadas Enterococcus Streptococcus Aerococcus/M icrococcus StaphyJococcus Gram-negativos 
m Enterococcus 80 90,0 7.5 1 .25 1 ,25 0 
KF 66 95,5 3,0 0 1 .5 0 
BEA 60 53,3 1 5.0 0 3.3 28,3 
KEA 41 73,2 14.6 0 0 12,2 
BE 44 0 6,8 0 40,9 52,3 
Barne's 68 55,9 16,2 0 1 1 ,8 16,2 
Mitis-Salivarius 77 7.8 6,5 1 .3 24,7 59,7 
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TABELA 56. Identificação de colomas típicas desenvolvidas em meios selectivos para estreptococos fecais. 
Meios de cultura 
Microrganismos 
m Enterococcus KE KEA BEA BE M-S Barne's 
36 20 1 1 0 0 22 
16 2 6 0 2 5 
1 1 7 13 0 4 10 
0 0 2 0 0 0 
0 1 0 0 0 1 
2 3 7 3 4 6 
0 0 2 0 0 2 
0 3 0 0 I 3 
1 7 
1 
6 
1 
5 
2 
1 
3 
1 
1 
2 4 3 
Enterococcus faecíum 34a 
E. faecaJis 14 
E. durans 22 
E. ga dinar um 2 
E. avium 0 
Streptococcusspp. 6 
5, bovis 0 
5. iactis/óiacet iius 0 
Siaphyiococcus spp. 1 
5. hominis 
S. warner i 
S. aureus 
S. ep íderm ídis 
3. xylosus 1 1 
3. lentus 2 1 
5, saprophyt ícus I 2 
5. cohnii 1 
Mícrococcusspv. 1 
Aerococcus v ir idans 1 
V ibr io parahaemo lyt icus 4 
V. fluvial is 1 3 1 
L, alginoiyticus 1 
K. vulnificus 4 2 
V. damsela 
Aeromonas hydrophila 2 
4. sóbria 1 
Chromobacterium violaceum 1 
Acinetobacter cai coacet icus 3 
MoraxeJIa spp, 1 
Pseudomonas aeruginosa 2 
P cepacia 1 
P. paus i movi lis 1 
P. stutzeri 2 
P. testo/alcali genes 1 2 
P.pickettii 1 
P. putrefaciens 2 
P. putida 
Fiavobacterium indologenes 1 
Achromobacter spp, 1 
4. xylosox idans I 
Pasteurellaspp. 2 
Mor gane 1 ta morgan i i 
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TABELA 56. Identificação de colónias tipicas desenvolvidas em meios selectivos para estreptococos fecais 
(continuação) 
Meios de cultura 
microrganismos 
m Enterococcus KE KEA BEA BE M-S Barne's 
Citrobacter freundii 
Enterobacter cloacae 
E. inter medi um 
E. aggiomerans 
E. sakazak ii 
Escherichia coli 
E. adecarboxylata 
KlebsielJa oxytoca 
K. pneumoniaessp. pneumoniae 
K. pneumoniaessp. ozaenae 
Yersinia inter medi a 
a
 Número de isolamentos 
4 
5 
3 
2 
2 
2 
2 
6 
5 
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0,1 
10 12 
amostras (número de ordem) 
14 16 18 20 22 
♦ mEnterococcus KF KEA x Mitis Salivarius *BEA Barne 
Figura 19. Precisão dos diferentes meios selectivos estimada a partir dos valores D 2 de dispersão de Fisher 
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boa precisão para o meio Bílis Esculina Azida. apesar de duas amostras apresentarem 
valores de D2 que ultrapassam os níveis de coníiança para p^O.OOS. O meio basal de 
Bame e o agar KF apresentaram os piores resultados no que respeita à precisão. 
2.6 . Exactidão 
Os resultados da recuperação das 3 estirpes {Streptococcus equinus .sobrevive 
muito pouco tempo nas suspensões), encontram-se registados nas Tabelas 58 e 59. 
Todos os meios testados apresentaram percentagens de recuperação elevadas, para as 
suspensões bacterianas em água do mar, com intervalos de recuperação médios entre 
74,85 (para o agar KF com o Streptococcus mitis) a 116,3% (para o agar 
mEnterococcus com Enterococcus faecalis). Por outro lado, para as suspensões em 
água doce. as percentagens médias de recuperação variaram de 66.7% (para o meio 
BE A com Streptococcus mitis) a 111,7% (para o agar KF com Enterococcus 
faecium). 
Obtiveram-se diferenças significativas (p<0,005) para todos os meios, das 
suspensões em água doce, na recuperação das estirpes de Enterococcus versus estirpes 
de Streptococcus. Para as suspensões em água do mar, verifícou-se o mesmo para 
todos os meios, exceptuando para o agar KEA. 
A ordenação dos meios comparados neste teste de exactidão, para as 
suspensões de água do mar e água doce é a que se segue: agar mEnterococcus 
(90,9%), agar KF (89,9%), agar BEA (84,3%), e agar KEA (81,3%). 
3. SOBREVIVÊNCIA DE INDICADORES DE CONTAMINAÇÃO FECAL NO 
MEIO AMBIENTE AQUÁTICO - ESTUDO EM LABORATÓRIO 
As Figuras 20A a 20E1 traduzem os resultados obtidos, em laboratório, sobre 
a cinética de desaparecimento de diferentes grupos de microrganismos incluindo 
bactérias e bacteriófagos ao serem descarregados de águas residuais para o ambiente 
marinho. Todos os microrganismos estudados revelaram uma inactivação com o 
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Figura 20. Inactivação de coliformes totais (A) e coliformes fecais (B) em águas marinhas sob condições 
de laboratório 
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condições de laboratório 
157 
4,5 ^ 
y = -0,1043x +3.0871 
r = 0.91 
— 3,5 
- 2.5 
2 I 
1,5 • 
G 
12 
Tempo (d) 
4,5 I 
y = -0,1359x +3,6016 
r =0,99 
_ 3.5 
Z 3 
2,5 
2 I 
1,5 
0 2
 4 6 8 10 12 14 16 
Tempo (d) 
Figura 20. Inactivação de fagos somáticos de Salmonella (G) e fagos somáticos de Bacteroides 
fragilis (H) em águas marinhas sob condições de laboratório 
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TABELA 57 Comparação da eficiência de diferentes meios de cultura e procedimentos para o isolamento de estreptococos fecais em amostras de água do mar 
Amostras (ng). 
Meio de cultura  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 12 13 
i ieuid 
m Enterococcus 84,4a 80,9 100 75.1 73,4 93,3 100 100 100 87,4 72,4 91 ,0 43,0 84,7 
KF 70,2 81 ,8 51 .7 100 48.6 47.6 98.5 68,7 83,2 84,8 54.6 81 .4 40,4 70, 1 
BEA 100 58,2 57,0 84,0 37,3 27,1 34,7 87,5 55,4 97,4 68.3 17.1 42,7 59.0 
KEA 77.9 63,9 99,4 68,0 46,2 36,7 89,7 68,7 80.8 78,7 47.5 49.0 50,3 65,9 
Barnes 97,9 19,5 69,1 94,1 50,6 56.2 90,9 75,8 82,4 100 58,4 58,0 74.6 71 .3 
Rothe-Lítsky 60,1 100 86,1 36,9 1 00 100 58,4 73,7 53,4 86,5 100 1 00 100 8 1 .2 
a
 A percentagem relativa de recuperação foi obtida aplicando a seguinte equação: 
Percentagem relativa de recuperação(meio A) = [(Contagem no meioA)/( Contagem máxima num determinado meio de cultura)] x 100 
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TABELA 58, Recuperação relativa em meios de cultura selectivos de diversas culturas puras de estreptococos fecais em suspensão em água do mar filtrada 
Meio de cultura 
Percentagem de recuperação relativa da estirpe' 
0 6 24 média 0 6 24 média 0 6 24 média 
m Enterococcus 79 96,2 92,1 89,2 1 15,6 96,2 1 37,2 1 16,3 76,6 81 .1 81 .0 79.6 
KF 90,1 90,1 1 24,7 101 ,6 107,8 99,6 51 ,6 86,3 76,6 72,7 75,1 74.8 
BEA 78,1 77,8 93,2 83,0 100,3 99,7 1 44.0 1 14,7 73,8 80,8 75,7 76.8 
KEA 79.3 80,8 86,5 82,2 89,1 85,1 78,2 84,1 85,1 88,0 84.1 85,7 
a
 Percentagem relativa de recuperação = ( número médio de colónias contadas em meios selectivos / número médio de colónias contadas em meios de 
referência) x 1 00. 
b
 Média de três experiências diferentes feitas em quintuplicado 
O termo sob tensão corresponde à palavra inglesa "stressed". 
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TABELA 59. Recuperação relativa, em meios selectivos de culturas puras de estreptococos fecais em suspensão em água doce. 
Meio de cultura 
Percentagem relativa de recuperação da estirpe 
0 6 24 Média 0 6 24 Média 0 6 24 Media 
m Enterococcus80,3b 84,2 105,5 90,0 80,1 68,7 1 40,3 96,4 82,2 61 .2 79,4 74.3 
KE 107.1 93,1 135,0 1 1 1 ,7 92,1 98,5 99,6 96,7 69,6 53,8 81 .4 68,3 
BEA 79,6 84.9 127,1 97.2 67,4 61 .6 72,8 67,3 81,1 52,2 66,7 66,7 
KEA 79.1 84,5 98,5 87,4 70,8 76.0 84,6 77,2 76,7 71 ,6 65,8 7 1 .3 
a
 Percentagem relativa de recuperação = ( número médio de colónias contadas em meios selectivos / número médio de colónias contadas em meios de 
referência) x 1 00. 
b
 Média de três experiências diferentes feitas em quintuplicado 
O termo sob tensão corresponde à palavra inglesa "stressed". 
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decorrer do tempo de experimentação. Os coliformes fecais e totais apresentam a 
menor sobrevivência. Por outro lado os estreptococos fecais apresentam uma 
dinâmica de inactivação mais relacionada com a dos bacteriófagos, com excepção para 
os colífagos C e K12. Estes últimos microrganismos não apresentaram uma inactivação 
significativa (T90 > 15 d). Os bacteriófagos F-específícos foram, dentro deste grupo 
de microrganismos, os que apresentaram uma taxa de desaparecimento maior 
(T90=5,7 d). 
Tabela 60. Valores dos parâmetros T90 (d) das bactérias indicadoras e bacteriófagos 
obtidos nas experiências de sobrevivência no laboratório. 
Parâmetro T90 (labor.) 
Coliformes totais 3,7 
Coliformes fecais 3,6 
Estreptococos teçais 8,0 
Colifagos C >15 
Colífagos Kl2 >15 
Fagos F" específicos 5,7 
Fagos somáticos de Salmonella 9,6 
Fagos de Bacteroides 7,3 
4. POLUIÇÃO MICROBIOLÓGICA EM MOLUSCOS 
De forma a obter pelo menos uma amostra de cada estação do ano, foram 
colhidas 10 amostras de mexilhão da espécie Mytilus edulis; 5 na estação Ilha e as 
restantes 5 na Ponte Cais. 
4.1. Microrganismos indicadores 
Nas amostras de água e mexilhão que foram colhidas na mesma altura e local 
verifíca-se em relação aos microrganismos indicadores (coliformes totais, coliformes 
fecais, e estreptococos fecais), uma percentagem de detecção de 100 %, tendo estes 
microrganismos alcançado concentrações conforme se pode verificar pela Tabela 61 e 
Figura 21. 
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Figura 21. Microrganismos indicadores em água e em mexilhão. Coliformes totais (A), coliformes fecais (B) 
e estreptococos fecais. 
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Tabela 61. Coliformes e estreptococos fecais em amostras de água, mexilhão {Mytilus edulis) e factor de concentração. 
ÁGUA (xlO2) MEXILHÃO (xlO3) FACTOR DE CONCENTRAÇÃO 
PARÂMETROS x^sC^lO) Máximo Mínimo x±s(n=10) Máximo Mínimo x±s(n=10) Máximo Mínimo 
Coliformes 51,45 ±63,89 190,00 2,00 31,26 ±32,85 110,00 1,50 12,26 ± 14,66 47,83 2,05 
totais 
Coliformes 7,97 ± 10,75 32,00 0,20 14,11 ± 13,61 39,00 0,93 94,20 ±164,03 536,33 3,44 
fecais 
Estreptococos 0,79 ± 0,75 2,20 0,18 6,50 ± 4,32 11,00 0,93 115,50 ± 118,54 423,08 34,44 
fecais 
X - média 
s - desvio-padrão 
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Pela leitura da Tabela 61, constata-se que a maior concentração média é 
atingida pelos coliformes totais, quer para as amostras de água, quer para as de 
mexilhão. O factor de concentração foi calculado conforme descrito por Cabelli e 
Heffeman (1970). O factor de concentração é maior para os estreptococos fecais. 
A razão entre os coliformes totais e os estreptococos fecais é menor para as 
amostras de mexilhão, devido à abundância relativa destes últimos. 
Em relação à variabihdade dos resultados, os coeficentes de variação (CV), 
obtidos para os três parâmetros microbiológicos pesquisados em amostras de mexilhão 
foram inferiores aos obtidos para os mesmos parâmetros analisados em amostras de 
água (Tabela 62). 
Tabela 62. Coeficiente de variação obtido para as amostras de água e de mexilhão. 
Amostra Coliformes totais Coliformes fecais Estreptococos fecais 
Agua 1,24 1,35 0,95 
Mexilhão 1,05 0,92 0,66 
Através da utilização do teste da análise de variância (ANOVA) verifica-se 
que existem para os parâmetros microbiológicos testados (coliformes totais, coliformes 
fecais, estreptococos fecais), diferenças significativas entre as médias dos resultados 
obtidos através das análises de mexilhão e as da água. Os dados foram previamente 
transformados logaritmicamente para assegurar a normalidade da distribuição (Tabela 
63). 
Tabela 63. Análise de variância (ANOVA) da densidade microbiana (log10) em 
amostras de água e mexilhão. 
Estatísticos Coliformes totais Coliformes fecais Estreptococos fecais 
Soma dos Quadrados 3,66 11,98 18,45 
Graus de Liberdade 1 1 1 
Coeficiente F 9,57 26,44 115,73 
F Crítico 4,41 4,41 4,41 
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4.2. Microrganismos patogénicos 
Salmonella foi o microrganismo patogénico pesquisado, quer em amostras de 
água quer de mexilhão. 
A percentagem de detecção observada foi de 10% para as amostras de água, e 
30% para as amostras de mexilhão. Somente numa única amostragem foi isolada 
Salmonella em ambas as amostras, embora pertencentes a diferentes serotipos. 
Salmonella saintpaul e Salmonella senftenherg foram as espécies isoladas, 
respectivamente na amostra de água e de mexilhão. Em termos quantitativos 
(NMP/100 ml) os valores obtidos foram de 64 bactérias para a amostra de água e 93 
para as três amostras de mexilhão. Salmonella worthington foi também isolada numa 
amostra de molusco. 
5. MONOTORIZAÇÃO 
5.1. Qualidade microbiológica 
5.1.1. Distribuições de frequências e parâmetros de qualidade microbiológica 
A distribuição log-normal é uma distribuição de probabilidades muito 
adequada para o estudo da qualidade microbiológica (El-Shaarawi e Pipes, 1982; 
WHO, 1994). A aplicação deste modelo é adequado quando o número de amostras é 
superior a 6, sendo no entanto preferível que seja superior a 10 (Mujeriego et ai, 
1980a). 
Foi efectuada uma análise gráfica dos logaritmos das concentrações dos 
microrganismos indicadores, coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais, 
usando «rankits», de acordo com o procedimento descrito por Sokal e Rohlf (1981). 
Os gráficos que permitem testar a normalidade da distribuição de frequência referente 
a cada um dos três indicadores bacteriológicos de contaminação fecal e estimar os seus 
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parâmetros, encontram-se reflectidos nas Figuras 22 a 30. Os valores dos «rankits» 
que se situaram fora do intervalo compreendido entre -1,5 a +1,5 não foram 
considerados para traçar a recta (Sokal e Rohlf, 1981). Estes valores estão 
representados como série 2 nas Figuras 22 a 30. 
As Tabelas 64 e 65 reflectem a variação espacial das concentrações médias 
(expressas em logaritmos decimais), dos três indicadores bacterianos e os valores do 
desvio-padrão da distribuição de frequências lognormal. 
Tabela 64. Qualidade microbiológica das águas estudadas, em 
totais (CT), coliformes fecais (CF) e estreptococos fecais (EF). 
função de coliformes 
Microrganismo Ilha Portas do Mar Ponte Cais 
CT50 2,85 5,60 3,80 
CT80 3,19 5,88 4,21 
CT95 3,51 6,14 4,60 
Desvio-padrão (s) 3,25 5,93 4,29 
CF50 1,98 5,21 3,05 
CF80 2,59 5,54 3,40 
CF95 2,86 5,86 3,74 
Desvio-padrão (s) 2,32 4,81 3,47 
EF50 1,58 3,40 2,08 
EF90 1,97 3,99 2,57 
Desvio-padrão (s) 1,87 3,86 2,46 
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Tabela 65. Distribuição relativa dos valores do desvio-padrão obtidos por aplicação 
do modelo probabilístico aos parâmetros microbiológicos registados nas três estações 
de amostragem. 
Microrganismo N0 de estações s<l l<s<3 s>3 
Coliformes totais 3 - - 3 (100%) 
Coliformes fecais 3 - 1 (33,33%) 2 (66,67%) 
Estreptococos fecais 3 - 2 (66,67%) 1 (33,33%) 
Como se aprecia na Tabela 65, dependendo dos parâmetros indicadores 
considerados podem-se obter classificações diferentes da distribuição relativa dos 
valores de s. Assim para o parâmetro coliformes totais, todas as estações apresentam 
valores de s > 3 , no entanto considerando os coliformes fecais e os estreptococos 
fecais há uma maior discriminação das estações de amostragem. 
Em conformidade com Mujeriego et al. (1980a), valores do desvio-padrão 
inferiores ou iguais à unidade, s < 1, estão associados a estações de amostragem cujas 
águas apresentam uma qualidade excelente sob o ponto de vista microbiológico, ou 
então encontram-se localizadas na vizinhança de uma saída importante de águas 
residuais. Por outro lado valores de desvio-padrão iguais ou superiores a três, s > 3, 
estão ligados a estações de amostragem influenciadas por fontes poluidores próximas, 
mas com descargas muito variáveis, ou situadas em zonas geográficas com 
interferências, nomeadamente correntes. Valores compreendidos entre um e três, l<s< 
3, estão associados ao comportamento geral que apresentam as estações de 
amostragem. 
Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, verifíca-se que os 
valores do desvio-padrão obtidos para os parâmetros coliformes totais, coliformes 
fecais, estreptococos fecais foram superiores a três na estação Portas do Mar. A 
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estação Ponte Cais apresenta valores de desvio padrão superior a três para os 
coliformes fecais. 
Os resultados que se apresentam na Tabela 66 foram calculados a partir dos 
valores da variância estimados pela distribuição lognormal e a partir dos gráficos 
representados pelas Figuras 22 a 30. Os limites de confiança foram calculados de 
acordo com o descrito por Sokal e Rohlf (1981). 
Tabela 66. Qualidade microbiológica das águas nas três estações amostradas: intervalo 
de confiança do desvio-padrão (a = 0,05). 
Estação CT CF EF 
Ilha 2,54 <s <4,52 1,81 <s< 3,23 l,46<s<2,60 
Portas do Mar 4,63 < s < 8,25 3,76 < s < 6,69 3,01 < s < 5,37 
Ponte Cais 3,35 <s< 5,97 2,71 <s< 4,83 1,92 < s < 3,42 
n=25 
Verifica-se que na estação Ilha os valores obtidos são inferiores ao valor 3,74 
do desvio padrão característico das normas da Comunidade Europeia, também 
estimado por meio de uma distribuição normal logarítmica a partir dos limites 
numéricos de CT80 e CT95 ou CF80 e CF95 estabelecidos nessas normas. Os valores 
são no entanto superiores ao valor 1,80 do desvio padrão característico dos critérios 
de qualidade da WHO/UNEP, estimados igualmente através de uma distribuição 
lognormal a partir dos limites numéricos CF50 e CF90 desses critérios. 
Os valores obtidos para a estação Portas do Mar foram sempre superiores 
quer a 1,80 quer a 3,74. 
Para a estação Ponte Cais unicamente os estreptococos fecais apresentam um 
valor inferior a 3,74 embora maior que 1,80. 
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O intervalo de confiança da concentração microbiológica mediana (XX50), 
para uma dada estação de amostragem foi definida pelos seguintes limites: 
I antilog (log XX50 - s/ V n t i.a/2, n-1); antfiog (log XX50 + s/Vn t i_a/2, n-1) | 
A Tabela 67 contêm os valores obtidos para os intervalos de confiança de 
95% da mediana de coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais. 
Tabela 67. Qualidade microbiológica das águas nas três estações amostradas: intervalo 
de confiança de 95% da mediana. 
Estação Coliformes totais Coliformes fecais Estreptococos fecais 
Ilha 3,24x10- l,55xl04 1,05x10- 8,70xl02 6,46-2,24x102 
Portas do Mar l,41xl04- 1,12x108 1,68x10'- 1,57x10' 6,46x10- 9,77xl04 
Ponte Cais 1,08x10" - 3,69xl0:' 4,17x10-3,02xl04 1,15x10- l,23xlOJ 
5.1.2. índice de Contaminação Acumulada (I.C.A.) 
No presente estudo aplicou-se também o índice de Contaminação Acumulada 
(I.C.A.) (Borrego e Marino. 1995), para avaliar a qualidade das águas amostradas 
durante o período de dois anos. O cálculo deste índice efectua-se atribuindo às 
amostras um valor arbitrário, que varia de 1 a 5, com base na concentração dos 
diferentes parâmetros microbiológicos (Tabela 68 ). 
Tabela 68. índice de Contaminação Acumulada (I.C.A.). 
Concentração micróbio lógica/l 00 mi Valor de I.C.A. atribuído 
< 100 i 
de 101 a 500 2 
de 501 a 2000 3 
de 200 la 4000 4 
> 4000 5 
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Tabela 69. Classificação e condição sanitária das águas com base no índice de 
Contaminação Acumulada (I.C.A.). 
I.C.A. Classificação sanitária Condição para banho 
1-1,2 Óptima Livre1 
1,3-2,2 Boa Livre 
2,3-3,2 Tolerável Com precauções2 
3,3-4 Má Não aconselhável 
4,1-5 Péssima Proibido4  
C) Não é necessário adoptar medidas higiénico-sanitárias depois do banho. 
É aconselhável limitar a duração do banho (máximo até 15rain), e tomar um duche de água 
potável depois do banho. 
O banho pode causar transtornos principalmente na pele e mucosas. 
(4) Não se aconselha o banho. 
Através das Tabelas 70 e 71 representam-se os valores de I.C.A. e de 
classificação sanitária para as três estações de amostragem durante o período de dois 
anos (Março de 1990- Março de 1992). 
Tabela 70. índice de Contaminação Acumulada (I.C.A.) calculado para as três 
estações.  
Ilha Portas do Mar Ponte Cais 
Parâmetros 1990 1991 1990 1991 1990 1991 
CT 1,1 1,4 5 5 4,5 4,5 
CF 0,5 1 4,8 5 3,1 3,3 
EF 0,4 0,5 4,1 3,8 1,5 2,2 
FC 0,8 1,2 5 4,8 3,4 3,2 
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Tabela 71. Classificação sanitária das área amostradas de acordo com os valores do 
índice de Contaminação Acumulada (I.C.A.) calculado para os parâmetros 
microbiológicos: coliformes totais (CT), coliformes fecais (CF), estreptococos fecais 
(EF) e colifagos (FC). 
Ilha Portas do Mar Ponte Cais 
Parâmetros 1990 1991 1990 1991 1990 1991 
CT ÓPTIMA BOA PÉSSIMA PÉSSIMA PÉSSIMA PÉSSIMA 
CF ÓPTIMA ÓPTIMA PÉSSIMA PÉSSIMA TOLERÁVEL TOLERÁVEI 
EF ÓPTIMA ÓPTIMA PÉSSIMA MÁ BOA BOA 
FC ÓPTIMA ÓPTIMA PÉSSIMA PÉSSIMA MÁ TOLERÁVEI 
5.1.3. Classificação das zonas de estudo em conformidade com os critérios 
definidos pela Organização Mundial de Saúde e Comunidade Europeia. 
Analisando os resultados resumidos na Tabela 72, verifica-se que a estação 
Portas do Mar apresenta valores, quer para 50 quer para 90% das amostras, que 
ultrapassam as concentrações estabelecidas através dos critérios recomendados pela 
WHO/UNEP. Relativamente à estação Ponte Cais, unicamente os estreptococos fecais 
estão em conformidade com o estabelecido neste critério. Na estação Ilha as amostras 
não ultrapassaram os valores recomendados. 
Tabela 72. Qualidade microbiológica das águas: comparação dos limites especificados 
pelo critérios recomendados pela OMS/UNEP e os valores observados. 
Parâmetro Concentrações microbianas * 
de qualidade Especificado pelo Observado Observado Observado 
critério Ilha Portas Mar Ponte Cais 
CF50 2 1,98 5,21 3,03 
CF90 3 2,40 5,31 3,55 
EF50 2 1,58 3,40 2,08 
EF90 3 1,97 3.99 2,57 
* Valores expressos em logaritmos decimais 
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Na Tabela 73 encontram-se registados os valores especificados na legislação 
portuguesa, (transcrição da recomendação comunitária) e os valores observados nas 
três estações de amostragem. 
Tabela 73. Qualidade microbiológica das águas: comparação dos limites especificados 
pelo critérios recomendados peia Comunidade Europeia, praticados em Portugal e os 
valores observados. 
Concentrações microbianas * 
Parâmetro 
de qualidade 
Especificado pelo 
critério 
(NMP/lOOml) 
Observado 
Ilha 
(ufc/lOOml) 
Observado 
PM 
(ufc/lOOml) 
Observado 
PC 
(ufc/lOOml) 
CT80 2,70 3,19 5,88 4,31 
CT95 4,00 3,51 6,14 4,75 
CF80 2,00 2,59 5,54 3,38 
CF95 3,30 2,86 5,86 3,71 
EF90 2,00 1,97 3,99 2,57 
* Valores expressos em logaritmos decimais. 
Dado que as zonas de amostragem não são normalmente utilizadas para fins 
idênticos, as Tabelas 74 e 75 permitem analisar as três zonas de acordo com a sua 
normal utilização. 
Tabela 74. Percentagem de observações, da estação Ilha, que excedem os valores 
regulamentados na legislação portuguesa, para águas recreativas com contacto directo. 
Coliformes totais Coliformes fecais Estreptococos 
fecais 
Salmonella 
VMR VMA VMR VMA VMR VMA VMR VMA 
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 
17(68) 0 14 (56) 0 1 (4) 4(16) 
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Tabela 75. Percentagem de observações, das estações Porta do Mar e Ponte Cais, que 
excedem os valores regulamentados na legislação portuguesa, para águas recreativas 
com contacto indirecto. 
Estação Coliformes totais Coliformes fecais 
n (%) n (%) 
Portas do Mar 25 (100) 24 (96) 
Ponte Cais 9 (36) 4(16) 
5.2. Percentagem de detecção de patogénicos 
As Tabelas 76 a 78 permitem avaliar a presença de microrganismos 
patogénicos em amostras de água, nelas se encontram resumidas as percentagens de 
detecção dos microrganismos patogénicos Salmonella, C. albicans e P. aeruginosa. 
Tabela 76. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ilha. 
Ano 
Amostras Salmonella C. albicans P. aeruginosa 
n n (%) n (%) n (%) 
1990 10 2(20) 0 5(50) 
1991 12 1 (8) 0 6(50) 
1992 3 1(33) 0 2(67) 
Total 25 4(16) 0 13 (52) 
Tabela 77. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Portas do Mar. 
Ano 
Amostras Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
n n (%) n (%) n (%) 
1990 10 7 (70) 0 9(90) 
1991 12 10(83) 0 12(100) 
1992 3 2(67) 0 3(100) 
Total 25 19 (76) 0 24 (96) 
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Tabela 78. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ponte Cais. 
Ano 
Amostras Salmonella C. albicans P. aeruginosa 
n n (%) n(%) n (%) 
1990 10 5 (50) 0 9 (90) 
1991 12 2(17) 2(17) 10 (83) 
1992 3 1(33) 1(33) 3 (100) 
Total 25 8(32) 3(12) 22 (88) 
5.3. Percentagem de detecção de patogénicos relacionada com o intervalo de 
concentração de indicadores 
Nas Tabelas 79 a 90 apresenta-se a relação entre as concentrações de 
microrganismos indicadores coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais, 
colifagos e os microrganismos patogénicos. 
Para qualquer das relações estudadas verifica-se que as percentagens de 
detecção de microrganismos patogénicos são menores para as amostras de água 
colhidas na estação Ilha e os maiores valores verifícam-se na estação Portas do Mar, 
cabendo à estação Ponte Cais os valores intermédios. Pseudomonas aeruginosa foi o 
microrganismo patogénico detectado num maior número de amostras, tendo atingido 
percentagens de presença entre os 52% a 100% (EF/P.a.). A levedura Candido 
albicans foi isolada, unicamente em 3 amostras pertencentes à estação de amostragem 
Ponte Cais. Nestas tabelas pode-se também verificar que nem sempre o aumento do 
título do indicador corresponde a um aumento da detecção dos patogénicos. 
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Tabela 79. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ilha. 
Intervalo de 
Coliformes 
totais Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
<500 8 1 (12,5) 0 4(50,0) 
f-,
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o
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ri
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 9 1(11,1) 0 4 (44,4) 
>10J 0 0 0 0 
Total 25 4(16) 0 13(52) 
Tabela 80. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Portas do Mar. 
Intervalo de 
Coliformes 
totais Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
< IO5 2 2 (100) 0 2 (100) 
IO5-5 X IO5 15 11 (73,3) 0 14 (93,3) 
>5 x IO5 8 6 (75,0) 0 8 (100) 
Total 25 19(76,0) 0 24 (96,0) 
Tabela 81. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ponte Cais. 
Intervalo de 
Coliformes 
totais Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
<5x IO3 10 4 (40) 1(10) 7 (70) 
5x IO3 - 104 5 3 (60) 0 5(100) 
> IO4 10 1 (10) 2(20) 10(100) 
Total 25 8 (32) 3(12) 22 (88) 
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Tabela 82. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ilha. 
Intervalo de 
Coliformes 
fecais Salmonella C.al bicam P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
< IO2 15 2(20) 0 5(50) 
> IO2 10 2(13) 0 8(53) 
Total 25 4(16) 0 13(52) 
Tabela 83. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Portas do Mar. 
Intervalo de 
Coliformes 
totais Salmonella C.al bicam P. aeruginosa 
concentração n n(%) n (%) n (%) 
<2x IO3 1 1 (100) 0 1 (100) 
2 x 103 - 5 x 104 9 6 (66,7) 0 8 (88,9) 
5 x IO4- I x 105 7 6 (85,7) 0 7(100) 
> IO5 8 6 (75,0) 0 8(100) 
Total 25 19 (76) 0 24 (96) 
Tabela 84. Percentagens de detecção calculadas para amostras de lOOml de água da 
estação Ponte Cais. 
Coliformes 
Intervalo de fecais Salmonella C.cilbicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
< IO2 1 0 0 1 (100) 
IO2 - 103 10 3 (30,0) 1(10) 7 (70,0) 
I03 - 2x IO3 7 3 (42,8) l (8,3) 7(100) 
>2x IO3 7 2 (28,6) 1 (50,0) 7(100) 
Total 25 8(32) 3(100) 22 (92) 
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Tabela 85. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ilha. 
Intervalo de 
Estreptococos 
fecais Salmonella C.alhicans P. aeruginosa 
concentração n n(%) n (%) n (%) 
<25 8 2(25) 0 5 (62,5) 
25 -50 9 0 0 4 (44,4) 
o
 
o
 
■ o
 
•o
 7 2 (28,6) 0 3 (42,8) 
> IO2 1 0 0 1 (100) 
Total 25 4(16) 0 13 (52) 
Tabela 86. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Portas do Mar. 
Intervalo de 
Estreptococos 
fecais Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n(%) n (%) n(%) 
< I03 5 1 (20,0) 0 4 (80) 
1 X IO3-2 x 103 6 6(100) 0 6(100) 
2 x 103-5 x IO3 7 7(100) 0 7(100) 
>5x IO3 7 5 (71,4) 0 7(100) 
Total 25 17 (68) 0 24 (96) 
Tabela 87. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ponte Cais. 
Estreptococos 
Intervalo de fecais Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
< 100 11 3 (27) 1(9) 10 (91) 
100-300 10 4 (40) 0 8 (80) 
>300 4 1 (25) 2(50) 4(100) 
Total 25 8 (32) 3(12) 22 (88) 
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Tabela 88. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ilha 
Intervalo de Colifagos Salmonella C.alhicam P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
<300 9 0 0 3 (33,3) 
300- 600 9 3 (33,3) 0 4 (44,4) 
>600 7 1 (14,3) 0 5 (71,4) 
Total 25 4(16,0) 0 13 (52,0) 
Tabela 89. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Portas do Mar. 
Intervalo de Colifagos Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
<2x IO4 8 6(75,0) 0 8 (100) 
2 x 104- 5 x 104 8 7(87,5) 0 7(87,5) 
>5 x IO4 9 6 (66,7) 0 9 (100) 
Total 25 19(76,0) 0 24 (96,0) 
Tabela 90. Percentagens de detecção calculadas para amostras de 100 ml de água da 
estação Ponte Cais. 
Intervalo de Colifagos Salmonella C.albicans P. aeruginosa 
concentração n n (%) n (%) n (%) 
< 1,2 x 103 9 3 (33,3) 0 8 (88,9) 
1,2 x 103-2 x 103 9 4 (44,4) 2 (22,2) 7 (77,8) 
>2x 103 7 1 (14,3) 1 (14,3) 7 (100) 
Total 25 8 (32,0) 3(12,0) 22 (88,0) 
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5.4. Aplicação de índices. 
Considerando as concentrações microbianas, obtidas ao longo do período de 
amostragem, para os coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais e 
colifagos, calcularam-se os respectivos quocientes que se encontram gratlcados nas 
figuras que se apresentam a seguir (Figuras 31 a 33). 
Analisando a informação contida nesses gráficos verifica-se que, para as três 
estações, as contagens de coliformes totais foram sempre superiores às referentes aos 
coliformes fecais. As diferenças foram sempre de uma a duas ordens de magnitude, 
com uma única excepção para a estação Portas do Mar, na qual se registou uma amostra 
com uma diferença de três ordens de magnitude. 
As concentrações de coliformes totais foram superiores às dos coliformes 
fecais, em todas as amostras e estações. 
As concentrações de coliformes fecais ultrapassaram os valores das 
concentrações de estreptococos fecais entre 84% (Ilha) a 96% (Portas do Mar e Ponte 
Cais) das amostras. 
A razão entre os coliformes fecais e os colifagos é diferente em cada uma das 
três estações de amostragem. Assim, na estação Ilha somente uma amostra apresentou 
concentrações de colifonnes fecais superiores às registadas para os colifagos. Na 
estação Ponte Cais, a afirmação anterior aplica-se a 32 % das amostras, e a 88% das 
amostras da estação Portas do Mar. 
Através da Tabela 91, pretende-se verificar a relação existente entre o índice 
coliformes fecais e estreptococos fecais (CF/EF) e o intervalo de concentração de 
coliformes fecais, ou seja o grau de poluição. 
As amostras provenientes da estação Ilha, indicam que a concentração de 
estreptococos fecais ultrapassou a dos coliformes fecais, quando o nivel de poluição 
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Figura 31. Relações entre coliformes totais e coliformes fecais (A), coliformes fecais e 
estreptococos fecais (B) e entre coliformes fecais e colifagos (C). Estação Ilha. 
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Figura 32. Relação entre coliformes totais e coliformes fecais (A), coliformes fecais e estreptococos 
fecais (B) e coliformes fecais e colifagos (C). Estação Portas do Mar. 
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Figura 33. Relações entre coliformes totais e coliformes fecais (A), coliformes fecais e estreptococos 
fecais (B) e coliformes fecais e colifagos (C). Estação Ponte Cais. 
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das águas era baixo atendendo à concentração de colifonnes fecais (10-100 CF/100 ml) 
Tabela 91. Variação do quociente entre colifonnes fecais e estreptococos fecais 
(CF/EF) em função da concentração de coliformes fecais (CF), 
a - ILHA 
Intervalo n0 de amostras CF/EF 
CF/100 ml n (%) <1 >1 
o
 
o
 
1
 
o
 10 (40) 4(40) 6(60) 
100-1000 15 (60) 
— 15(100) 
b - PORTAS DO MAR 
Intervalo n0 de amostras CF/EF 
CF/100 ml n (%) <1 >1 
103-I04 1 (4) 1(100) 
104-10 5 16(64) 16(100) 
>10 5 8(32) 
— 8(100) 
c - PONTE CAIS 
Intervalo n0 de amostras CF/EF 
CF/100 ml n (%) <1 >1 
10M0J 11(44) 
— 11(100) 
i O
 
-
t- 13 (52) 1 (8) 12 (92) 
>104 1 (4) 
— 1(100) 
5.5. Moluscos bivalves como indicadores de contaminação. 
Em Portugal a avaliação da qualidade microbiológica dos moluscos bivalves é 
íeita através da análise do músculo e líquido íntervalvar de acordo com o 
recomendado, para os países membros, pela Directiva do Conselho das Comunidades 
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Europeias n0 923/79. Assim do ponto de vista microbiológico é aplicado o limite de 
300 CF/100 g de músculo e líquido intervalvar. 
Pelo facto de serem considerados outros indicadores para além dos 
coliformes fecais, apresenta-se a seguir os limites recomendados por Grabow et al. 
Os resultados obtidos nas dez amostras analisadas no presente trabalho 
(n=10) foram todos superiores aos limites exigidos quer pela legislação portuguesa, 
quer aos recomendados por Grabow et al. (1989). 
Em relação aos coliformes totais e coliformes fecais, os valores mínimos 
registaram-se nas amostras de mexilhão colhidas na estação Ilha e os máximos nas 
amostras da estação Ponte Cais. Os valores mínimos para os estreptococos foram 
igualmente obtidos em amostras da estação menos poluída (Ilha). No entanto o valor 
máximo registado para este grupo de bactérias (estreptocococs fecais) foi registado 
em duas amostras, sendo uma da estação Ilha e outra da Ponte Cais. As espécies do 
género Salmonella foram também isoladas em amostras de mexilhão colhidas na 
estação Ponte Cais. 
(1989). 
CF/lOOg  
EF/lOOg  
Colifagos/lOOg  
Viroses humanas /10g 
500 (90% das amostras) 
200 (90% das amostras) 
10 (90% das amostras) 
0 (90% das amostras) 
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DISCUSSÃO 
As descargas directas de águas residuais para o ecossistema marinho traz 
consequentemente uma alteração ecológica devido, fundamentalmente, ao fluxo de 
grande quantidade de matéria orgânica e substâncias tóxicas, que conduzem a um 
desiquilíbrio das populações autóctones marinhas e podem alterar a cadeia trófica. No 
entanto, o meio ambiente marinho possui um grande poder depurador e renovador e, 
rapidamente, o sistema poderá ser de novo reequilibrado. 
Contudo, em sistemas fechados como baías, estuários ou albufeiras o poder 
depurador e renovador das águas do mar é, às vezes, insuficiente para equilibrar as 
alterações produzidas por uma descarga telúrica contínua de águas residuais. 
O estudo destes sistemas é importante para compreender o impacte ambiental 
que se produz pela descarga incontrolada de resíduos domésticos e indústriais, pelo 
que, na presente dissertação se aborda esta temática considerando os seguintes 
pontos: 
1. Qualidade microbiológica das águas da Ria Formosa na zona da cidade de Faro. 
2. Avahação dos moluscos bivalves como indicadores biológicos de contaminação. 
3. Estudo comparativo de meios selectivos para o crescimento de estreptococos fecais. 
1. QUALIDADE MICROBIOLÓGICA DAS ÁGUAS DA RIA FORMOSA NA 
ZONA DA CIDADE DE FARO 
Em condições normais os meios aquáticos naturais contêm populações de 
microrganismos adaptados ao longo do tempo a esse ecossistema. As contribuições 
externas de águas residuais aumentam a carga microbiana, mas a sua persistência no 
meio é local e transitória, dependendo de diversos factores fisico-químicos, 
hidrológicos e biológicos do meio marinho tais como temperatura, pressão, nutrientes, 
turbidez, gases dissolvidos, luz, movimento das águas, salinidade, pH, depredação, 
entre outros (Colwell e Kaneko, 1974). 
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Estes factores fazem com que as populações de microrganismos alóctones, 
tendam a diminuir, em função da sua capacidade específica de resistência, com o 
afastamento do ponto de descarga (Baleux et ai, 1988; Rheinheimer,1992). 
Atendendo à grande variabilidade das condições hidrológicas, seria desejável 
efectuar um grande número de amostragens. Porém, o volume de trabalho requerido, 
particularmente na determinação dos parâmetros microbiológicos, constituiu uma das 
principais razões que levou à redução do esforço de amostragem. Este realizou-se o 
mais sistematicamente possível, sempre nas mesmas condições de maré e 
aproximadamente à mesma hora, de forma a reduzir ao mínimo as variações naturais 
que poderiam influenciar a qualidade microbiológica das águas amostradas, tomando 
em consideração a existência de variações pronunciadas destes parâmetros com a hora 
(Fuhrman et ai, 1985) e a maré (Stevenson et ai, 1974; Laanbroek e Verplanke, 
1986). 
Eíá a salientar que as relações significativas entre os parâmetros estudados 
foram registadas em número reduzido, o que poderá ser consequência da 
complexidade e diversidade do ecossistema Ria Formosa. Atendendo à interferência de 
muitas variáveis, não era de esperar relações lineares simples. 
Em ecossistemas do tipo da Ria Formosa importa estudar a influência dos 
factores ambientais em populações bacterianas, as relações que se estabelecem entre 
si e a forma como os sistemas biológicos são afectados. 
As populações bacterianas, tal como outras populações, estão fortemente 
interrelacionadas com o meio ambiente que as cerca, dado que as bactérias apresentam 
tempos de geração extremamente pequenos, é admissível que as variações no meio 
ambiente se reflictam rapidamente no tipo e número de bactérias presentes (Pratt e 
Reynolds, 1974). 
Nos últimos anos, tem-se vindo a estudar profundamente os efeitos dos mais 
importantes factores fisico-químicos sobre o desenvolvimento dos microrganismos 
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aquáticos. No entanto, é sempre difícil extrapolar os resultados obtidos em laboratório 
para os que ocorrem em ambiente natural. 
1.1. Efeito da temperatura 
A temperatura afecta os processos biológicos de todos os organismos mediante 
a regulação do seu crescimento e reprodução. Todos os organismos têm uma 
temperatura óptima para crescer. Assim os microrganismos classifícam-se como 
psicrófilos, mesófilos e termófilos de acordo com as temperaturas óptimas de 
crescimento. 
Em conformidade com as definições dadas por Henis (1987), a temperatura 
óptima para os microrganismos psicrófilos situa-se abaixo dos 20° C e o mínimo e 
máximo entre -7o e 25° C; os mesófilos, com um intervalo de temperatura óptima entre 
20-30° C e limites de crescimento mínimo e máximo de 10° e 45° C respectivamente; e 
os termófilos, com uma temperatura óptima entre os 55° e os 60° C, um mínimo de 
30° C, e um máximo variando entre 70° e 80° C. Temperaturas próximas aos valores 
máximos ou mínimos podem causar modificações morfológicas nos microrganismos. 
No meio ambiente marinho natural, onde existe um grande número e variedade 
de seres vivos interactuando, o efeito da temperatura não se faz sentir isoladamente. O 
efeito da temperatura no microbiota aquático, somente pode ser avaliado quando se 
conhece bem todos os outros factores envolvidos (Rheinheimer, 1992). 
Assim, por exemplo, em águas com forte contaminação por descargas de 
águas residuais um aumento de temperatura resulta num aumento de actividade e 
redução do tempo de geração dos microrganismos. No entanto, são mais frequentes os 
efeitos nocivos ou negativos e a autólise é acelerada a temperaturas elevadas. 
Os microrganismos, para os quais as condições de vida num determinado meio 
são favoráveis, poderão multiplicar-se rapidamente com as temperaturas de verão; no 
entanto, outros que se encontrem num meio hostil, morrem rapidamente, como é o 
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caso das bactérias entéricas descarregadas no meio aquático (Barbosa. 1989; 
Rheinheimer, 1992; Pereira e Alcântara, 1993). 
Alkan et al. (1995), através de estudos, em laboratório, de sobrevivência de 
bactérias entéricas, constataram que a temperatura não tem um efeito significativo na 
sobrevivência das bactérias no meio marinho na presença da luz, não tendo registado 
alterações significativas, na taxa de sobrevivência dos microrganismos estudados, com 
variações de temperatura de 10 a 30 0 C, tendo concluído que o efeito da luz anula o 
efeito da temperatura. Constataram que a turbidez, mistura vertical e efluentes são 
factores estatisticamente significativos na sobrevivência das bactérias entéricas na 
presença da luz. 
Os valores da temperatura registados no presente trabalho, não apresentam 
diferenças significativas entre as três estações de amostragem e as suas variações estão 
em conformidade com os dados obtidos por outros autores, que realizaram estudos na 
Ria Formosa. A Figura 3 mostra que os valores máximos (26° C) foram registados em 
Julho (1990) e em Junho (1991), decrescendo gradualmente até Janeiro, quando se 
registou o valor mínimo (1 Io C). Barbosa (1989), em estudos realizados em condições 
similares às do presente trabalho quanto à amostragem, registou durante o período 
compreendido entre os meses de Maio a Outubro de 1988 valores de temperatura que 
variaram entre os 15° e os 27° C. Andrade (1992) e Sprung (1994), a partir de 
investigações desenvolvidas na Ria Formosa, nos anos de 1987-1988 e 1988-1989, 
respectivamente, descreveram também variações sazonais semelhantes, com valores 
máximos no verão (28° C) e mínimos no inverno na ordem del50 e 12° C. 
1.2. Efeito da salinidade 
O grau de salinidade no meio aquático é um factor determinante na distribuição 
dos seres vivos. 
Somente muito poucos seres são encontrados quer em águas doces quer em 
águas marinhas. A grande maioria das bactérias marinhas são halofílicas, necessitam de 
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uma determinada quantidade de sal, entre 25 a 40%o. para se desenvolverem. Estas 
bactérias contribuem com 95% dos valores obtidos para as saprófítas em mar alto. A 
proporção dos halotolerantes (10 a 20 %o de salinidade) é por conseguinte pouco 
representativa (Rheinheimer, 1992). No entanto, em zonas litorais a proporção das 
bactérias halotolerantes é maior, e em zonas poluídas do fiorde de Kiel raramente 
ultrapassaram os 20% (Rheinhemer, com. verbal). 
Os valores extremos de salinidade, registados na amostragem durante o 
período de dois anos em que decorreu este estudo, situaram-se entre 25 e 37%o. O 
valor mínimo registou-se na estação Portas do Mar, que se encontra nas proximidades 
de efluentes com descargas importantes sob o ponto de vista quantitativo, com uma 
proílmdidade de aproximadamente um metro em baixa-mar, e durante o mês de 
Dezembro. Em estudos também realizados na Ria Formosa, Beno liei (1984), registou 
valores de salinidade compreendidos entre 26 e 38%o. Cachola (dados não publicados), 
em trabalhos desenvolvidos em estações próximas às do presente estudo e referentes a 
um período de cinco anos (1990-1995) também observou valores semelhantes. 
Observa-se nas três estações, uma relação directa e estreita entre a temperatura 
e a salinidade. Na estação Ilha, observa-se uma menor influência telúrica e, em 
consequência, uma maior influência marinha registou-se um valor de correlação mais 
elevado (r=0,726; p=0,01). Nas outras estações, as correlações foram significativas 
para p=0,05 e, respectivamente iguais, a 0,465 e 0,414 para Portas do Mar e Ponte de 
Cais. 
Através da análise global das correlações obtidas a partir dos dados registados 
neste estudo há a registar correlações negativas e significativas (p=0,05) entre o 
parâmetro salinidade e os estreptococos fecais e os colifagos. 
Comparando os valores da salinidade observados nas três estações de 
amostragem e apesar de não se ter registado diferenças significativas, há que assinalar 
que foi na estação Ilha onde se observaram os valores de salinidade mais elevados. 
Pelo que se pode deduzir que nessa estação de amostragem existe uma menor 
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influência exógena telúrica e, em consequência, maior influência da água do oceano. 
Foi também nessa estação que se observou em geral um maior predomínio de bactérias 
halófilas. dado que em 75% das amostras as bactérias que cresceram em meios de 
cultura com salinidade de 35%o apresentavam concentrações superiores, 
comparativamente às concentrações de bactérias halo tolerantes que cresceram a 
17,5%o. Esta situação verificou-se na estação Portas do Mar, em 37,5% das amostras e 
na estação Ponte de Cais em 58%, o que demonstra a maior contribuição de origem 
antropogénica nestas duas zonas. 
Na estação Ilha, ao contrário do que se verificou nas outras duas estações, não 
se registaram correlações entre as bactérias mesófilas que cresceram a 37° e 22° C, e 
as bactérias saprófitas desenvolvidas a 17,5 %o de salinidade. Uma possível razão para 
este resultado poderá estar relacionada com a menor capacidade de sobrevivência das 
bactérias entéricas nesta estação onde se observa uma maior influência marinha. 
Com excepção para os halófilos halotolerantes, como por exemplo Vibrio e 
Staphylococcus, a salinidade provoca a inactivação bacteriana. Contudo, a salinidade 
não é a principal responsável do forte poder inactivante do meio marinho (Comax, 
1986), podendo também actuar através de efeitos sinérgicos (Fujioka e Narikowa, 
1982). 
Ishida et al. (1974), em estudos de laboratório com dois tipos de bactérias, 
halófilas moderadas e halófilas extremas, constaram a interacção entre a temperatura e 
a salinidade. Estes autores verificaram que as salinidades mínimas para o crescimento 
de determinadas bactérias marinhas e bactérias halófilas aumentam ao incrementar-se a 
temperatura de incubação. 
Esta relação condiciona fortemente a existência do microbiota adaptado a 
salinidades correspondentes ao meio marinho e que tem um ciclo de distribuição 
dependente da temperatura. 
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1.3. Efeito da turbidez 
A turbidez é outro factor que afecta significativamente o destino dos 
microrganismos alóctonos no meio aquático, e é causado pelo material em suspensão 
na água. 
Os materiais em suspensão, quer sejam orgânicos quer sejam minerais, 
adsorvem nas suas superfícies nutrientes e microrganismos que estão presentes na 
água em concentrações muito pequenas. Desta forma, os microrganismos encontram 
uma situação mais favorável para persistir no meio ambiente aquático, em comparação 
como seu estado livre (Rheinheimer, 1992). 
Por outro lado, as partículas adsorvem substâncias inibidoras e tóxicas 
neutralizando-as. Estas partículas também protegem os microrganismos contra os 
efeitos da luz. Todavia, a variação dos detritos nem é sempre acompanhada por uma 
flutuação semelhante no teor microbiano. Pode-se considerar que um aumento na 
turbidez, acompanhado por um crescimento vigoroso no número de bactérias, é 
devido pelo menos ao aumento da quantidade de material orgânico suspenso, que pode 
servir de nutriente para as bactérias. Quando não se observam mudanças significativas 
no número de bactérias, com as variações de turbidez, este último é causado por 
material em suspensão de origem inorgânica (Rheinheimer, 1992). 
No presente trabalho, considerando as três estações de amostragem 
individualmente, não se registaram correlações significativas entre a transparência e os 
microrganismos pesquisados. Na análise global registou-se correlação negativa 
significativa para a transparência e coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos 
fecais, colifagos e Salmonella; microrganismos marcadamente alóctonos. 
Alkan et al. (1995), em estudos em laboratório de sobrevivência de bactérias 
entéricas, observaram que a turbidez, mistura vertical e efluentes são factores 
estatisticamente significativos na taxa de inactivação das bactérias na presença da luz. 
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Analisando os dados registados para cada amostragem nota-se que na estação 
Ilha, o valor máximo obtido para as bactérias totais correspondeu a um valor de 
transparência muito próximo ao valor mínimo registado para essa zona de amostragem. 
O valor máximo de transparência (mínimo de turbidez) correspondeu ao número de 
bactérias totais mais baixos. 
1.4. Efeito do oxigénio dissolvido 
A concentração de oxigénio dissolvido na água, assim como de outros gases, 
influencia consideravelmente a vida dos microrganismos. A sua solubilidade decresce 
com o aumento da temperatura e tem como origem o ar atmosférico, assim como 
processos bioquímicos na água e no sedimento. 
Em águas com baixos teores em oxigénio, pequenas variações podem produzir 
modificações importantes na população bacteriana (Rheinheimer, 1992). 
Na estação de amostragem Portas do Mar, registou-se uma correlação 
negativa significativa entre o parâmetro temperatura e a concentração do oxigénio 
dissolvido. A baixa profundidade observada nesta estação contribui para que o efeito 
da temperatura actue de uma forma mais drástica na concentração do oxigénio 
dissolvido. 
Cachola e Sampayo (1984), em estudos realizados na Ria Formosa, numa 
estação com localização semelhante à estação Portas do Mar, registaram valores em 
mg de oxigénio/1 compreendidos entre 7,34 (preia-mar) e 12,78 (maré-baixa). Porém, 
no presente trabalho observou-se para a mesma estação (Portas do Mar) valores mais 
baixos. 
Em Maio de 1991, registararam-se concentrações em oxigénio dissolvido 
(mg/l) que se consideram elevadas e irregulares (11,30 na estação Portas do Mar; 
15,17 na Ilha e 18,75 na Ponte Cais). Apesar de se tratar de um dado obtido na 
Primavera, quando se verificam «blooms» fitoplanctónicos, há que considerar que este 
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parâmetro se registava cerca das nove horas da manhã, altura em que o consumo de 
oxigénio não devia estar compensado com a actividade fotossintética. Por outro lado, 
observou-se, nas amostras provenientes da mesma amostragem, valores na 
concentração microbiana muito elevados quanto a microrganismos mesófilos, que 
crescem a 37° e a 22° C, saprófitos a 35 e a 17,5%o de salinidade, registados nas 
estações Portas do Mar e Ponte de Cais e também concentrações muito elevadas 
quanto a coliformes totais, na estação Portas do Mar. Esta situação algo anómala, 
permite suspeitar sobre a existência de uma interferência que não se pôde explicar 
completamente a partir dos dados disponíveis. 
1.5. Microrganismos e sua relação 
Cada ecossistema aquático possui um microbiota autótone, adaptado ao longo 
do tempo às condições ecológicas do referido meio. Os contributos exógenos de águas 
residuais aumentam a carga microbiana, mas a sua persistência no meio é local e 
transitória, dependendo de vários factores tais como a temperatura, concentração em 
oxigénio dissolvido, nutrientes, salinidade, pH, entre outros. 
A quantidade de microrganismos descarregados no mar varia diária e 
estacionalmente, estando a sua dispersão dependente das correntes, marés e outros 
movimentos locais da massa de água. 
A descarga de águas residuais urbanas não tratadas, tende a provocar situações 
de insalubridade que, para além de constituírem um problema para a saúde pública, 
põem em risco a utilização das águas para determinadas aplicações. As águas residuais 
transportam grandes quantidades de microrganismos, nomeadamente bactérias e vírus 
humanos e a sua descarga em zonas costeiras constitui um risco potencial, para 
banhistas e consumidores de mariscos dado que estes podem ser ingeridos crús ou 
ligeiramente cozinhados (Bosch et ai, 1994). 
Para avaliar o impacte dos microrganismos descarregados no ecossistema que 
se pretende estudar, importa conhecer a origem e condições da poluição. Para 
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interpretar a origem das fontes poluidoras é necessário utilizar um sistema de 
indicadores, que permita avaliar e analisar qual o tipo de fonte poluidora que 
influencia o ecossistema estudado. 
É desejável conhecer a densidade dos microrganismos indicadores assim como 
dos microrganismos patogénicos, a fim de se estabelecer a proximidade, natureza e 
importância das fontes poluidoras numa dada área. Parte da informação necessária é 
fornecida através da distribuição dos microrganismos coliformes, estreptococos; as 
suas concentrações relativas, e os níveis de microrganismos patogénicos. 
Foi demonstrado que os microrganismos patogénicos podem sobreviver 
durante tempo suficiente e em concentrações que podem por em risco a saúde pública. 
Os microrganismos patogénicos Salmonella, Pseudomonas aeruginosa e Candida 
albicans foram isolados em amostras de água do presente estudo. Outros autores 
também isolaram estes microrganismos em águas naturais contaminadas (Vicente, 
1986; Morinigo, 1987; Martinez-Manzanares, 1989; Baptista, 1993). 
A possibilidade de ocurrência destes microrganismos patogénicos em águas 
naturais com contaminação fecal é a razão mais importante para realizar as análises 
microbiógicas das águas. A presença destes microrganismos patogénicos ocorre de 
uma forma intermitente e em baixas concentrações, o que toma injustificável a sua 
pesquisa laboratorial de práctica constante. Para o controlo rotineiro da qualidade 
microbiológica das águas são escolhidos outros microrganismos que coexistem com o 
microrganismo patogénico no meio ambiente entérico e cuja presença na água indica 
contaminação fecal. Os coliformes totais e fecais têm sido os microrganismos mais 
utilizados como indicadores da poluição fecal (CEE, 1976; APHA, 1985). 
Os resultados obtidos durante o período de amostragem de dois anos 
permitiram avaliar a qualidade microbiológica das águas em cada um dos pontos de 
amostragem seleccionado, avaliar o impacte das principais saídas de águas residuais e 
classificar as zonas estudadas em relação às recomendações e padrões estabelecidos 
quer por instituições internacionais, quer nacionais. 
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A contaminação bacteriana de origem fecal no meio estudado (Ria Formosa) 
mostra-se muito alta ao longo de todo o ano, qualquer que seja a estação de 
amostragem, dependendo da proximidade ou afastamento em relação às fontes 
poluidoras. 
Os resultados das matrizes de correlação permitem obter uma aproximação dos 
graus de relação que existem entre os microrganismos, atendendo basicamente à sua 
concentração num dado momento. No entanto a actividade microbiana depende de 
uma série de factores que interactuam entre sí. O conteúdo microbiano de uma amostra 
colhida na mesma estação varia significativamente com o tempo (Gameson, 1980) e a 
sua avaliação depende, entre outros factores, dos métodos analíticos e estatísticos 
utilizados (Grindas, 1978). De forma a estudar adequadamente as relações existentes 
entre os diferentes parâmetros, seria desejável um intervalo de amostragem mais 
pequeno e consequentemente um outro tipo de análise estatística. 
A abundância dos microrganismos pesquisados no presente trabalho, apresenta 
valores muito elevados na estação Portas do Mar. Os valores intermédios registaram- 
se na estação Ponte de Cais; e na Ilha registaram-se os valores mais baixos. Esta 
variação espacial encontra-se ilustrada nas micrografias que figuram com os números 
16 a 19, obtidas através do microscópio de varrimento. 
Nunes (1984) e Barbosa (1989), em estudos realizados na mesma zona de 
amostragem (Ria Formosa), observaram um decréscimo relativamente às bactérias 
coliformes e saprófitas com a proximidade do oceano. Estes resultados, que reflectem 
o declive do número de microrganismos no meio aquático, relativamente ao ponto 
donde são descarregados, poderá ser devido a diferentes factores bióticos e abióticos 
actuando quer individualmente quer sinergicamente, nas populações de bactérias 
halóctonas do meio aquático. Entre as causas que parecem ser determinantes na 
inactivação microbiana há que assinalar a diluição, dispersão, sedimentação, 
mortalidade biológica intrínseca das bactérias devidas à inadaptação ao meio, carência 
nutritiva, competição interespecífica e mortalidade por acção das radiações solares 
205 
(Gameson e Gould, 1975; Gauthier, 1980; Borrego et ai, 1983; Martin e Bonnefont, 
1986). 
A detecção, em águas, de bactérias heterotróficas totais é utilizada como 
indicação da quantidade de matéria orgânica degradável existente no meio. Estes 
microrganismos têm um papel importante na remineralização da matéria orgânica e na 
transformação dos compostos orgânicos dissolvidos na água. 
Ao longo de todo o período de amostragem, observou-se que a densidade das 
bactérias que crescem em meios salinos (35 e 17,5%o) é superior relativamente à das 
bactérias que crescem em meios de salinidade nula (Figuras 10 a 15). Estes resultados 
foram também observados em estudos efectuados por Hall (1994), no estuário do Rio 
Sado. Rheinheimer e Schmaljohann (1983), obtiveram resultados similares em 
investigações efectuadas na costa atlântica portuguesa. Pode-se verificar que os 
microrganismos mesófilos, que crescem a temperaturas de 37° ou 220C e os saprófitos 
desenvolvidos a salinidades de 35%o ou 17,5%o estão bem correlacionados, deduzindo- 
se que ambos estão sujeitos às mesmas fontes de variação, e os seus níveis provêm das 
mesmas origens. No entanto, estas relações não são tão claras e significativas na 
estação Ilha com mais influência oceânica e sujeita a menor grau de poluição. 
Por outro lado, não se registaram correlações significativas entre estes 
microrganismos e a salinidade. Esta situação também foi mencionada por Hall (1994) 
para os resultados do estuário do Rio Sado. A interferência em paralelo e não 
individualmente dos diversos factores abióticos e bióticos poderá ser uma razão para a 
inexistência de correlação entre as variáveis consideradas. 
A proporção de saprófitos em relação ao número total de bactérias é um bom 
indicador do grau de trofismo da água (Rheinheimer, 1992). No presente trabalho, os 
valores mais elevados foram obtidos na estação mais poluída (Figuras7, 8 e 9). Os 
valores registados para a estação Ilha, oscilaram entre 0 e 1%; 0 e 28%, na Ponte de 
Cais e, entre 0 e 64%, nas Portas do Mar. Estes valores são inferiores aos obtidos por 
Barbosa (1989). Não obstante, ambos os resultados são coincidentes ao admitir que as 
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bactérias saprófítas, ao apresentarem variações espaciais acentuadas relativamente ao 
Número Total de Bactérias (NTB), poderão constituir bons indicadores sobre a 
qualidade do meio. 
A estação Ilha (Figura 7) registou-se uma maior predominância de amostras 
nas quais a concentração em microrganismos saprófitos que cresceram a 35%o de 
salinidade, foi superior à concentração de microrganismos que cresceram a 17,5%o de 
salinidade. Essa ascendência é menor na estação Ponte Cais (Figura 9), sendo muito 
pequena na estação Portas do Mar (Figura 8). Estes resultados demonstram a maior 
influência antropogénica nas estações Portas do Mar e Ponte de Cais relativamente à 
estação Ilha onde predomina a influência oceânica. 
Para protecção do meio ambiente assim como da saúde pública, diversos países 
e instituições internacionais, estabeleceram critérios e normas de qualidade 
microbiológica para águas de uso recreativo, que se baseiam no controlo das 
concentrações dos indicadores clássicos de contaminação fecal, ao longo de um 
determinado período de tempo. Apesar de existirem diferenças, dependendo do país 
ou organismo que os formulou, todos têm em comum o permitir a avaliação da 
aceitação das águas para o uso recreativo, sob o ponto de vista sanitário. 
Os critérios e normas anteriormente referenciadas estabelecem limites para cada 
microrganismo neles citado. No entanto estes critérios apresentam limitações, quanto 
à definição e quanto ao grau de satisfação das amostras. Assim, de acordo com estes 
critérios, uma amostra é considerada não satisfatória desde que apresente valores 
superiores aos estabelecidos nos critérios, e pouco satisfatória se supera somente 
algum dos limites. 
Nas Tabelas 71 a 74, especifica-se a classificação das zonas estudadas no 
presente trabalho, onde se pode verificar que existem algumas diferenças dependentes 
do critério utilizado. A norma comunitária é menos permissiva, aparecendo zonas 
com qualidade sanitária pouco satisfatória, coincidindo estas zonas com aquelas que os 
critérios da Organização Mundial de Saúde incluíam entre as satisfatórias. Assim, os 
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valores obtidos para a estação Ilha não ultrapassam os limites estabelecidos pela 
Organização Mundial de Saúde, mas ao aplicar os critérios recomendados pela 
Comunidade Europeia nesta estação, observa-se que 80% das amostras ultrapassam o 
recomendado quanto a coliformes totais e coliformes fecais . 
No que respeita à qualidade microbiológica da água, expressa mediante o 
desvio padrão da distribuição lognormal, observa-se que os valores dos parâmetros 
coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos fecais não são muito homogéneos 
(Tabela 64). Mujeriego eí al. (1980a), obtiveram, para zonas na costa de Málaga 
(Espanha), valores de desvio-padrão (s) para coliformes fecais/100 ml, compreendidos 
entre 3,75 e 4,51 em estações situadas nas proximidades de descarga urbanas e na 
desembocadura do rio Guadalhorce. Em zonas onde não se verificam descargas, estes 
autores obtiveram valores de s inferiores ou iguais à unidade. Como se pode ver na 
Tabela 64, dependendo dos parâmetros indicadores considerados, podem-se obter 
classificações distintas da distribuição relativa dos valores de s. Assim, para o 
parâmetro coliformes totais, todas as estações apresentam valores de s > 3, mas 
considerando os coliformes fecais e estreptococos fecais há uma melhor descriminação 
das estações de amostragem, funcionando portanto como melhores indicadores que os 
coliformes totais. 
Os resultados obtidos no presente trabalho para as estações de amostragem 
Portas do Mar e Ponte de Cais (situadas nas proximidades de saídas importantes de 
descargas domésticas), apresentam valores de s para coliformes fecais/100 ml de 4,81 e 
3,44, respectivamente. Para a estação Ilha, (afastada de fontes poluidoras sistemáticas 
e significativas quanto ao volume descarregado) os valores de s para coliformes 
fecais/100 ml foi inferior a 2,32. 
Aplicando os critérios estabelecidos por Mujeriego et al. (1980a) pode-se 
confirmar que as estações Portas do Mar e Ponte de Cais se encontram na proximidade 
de uma fonte poluidora altamente variável ou apresentam interferências devidas às 
condições hidrográficas. O valor de s registado para a estação Ilha, encontra-se 
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compreendido no intervalo de comportamento típico que a qualidade microbiológica 
das estações de amostragem devem apresentar. 
Quanto ao comportamento relativo dos três grupos indicadores na área 
estudada, pode-se observar nas Figuras 13 e 14, que os coliformes totais ultrapassam 
as concentrações dos outros microrganismos indicadores em todas as amostragens. As 
percentagens de detecção dos indicadores de contaminação fecal, coliformes fecais, 
estreptococos fecais e colifagos foram em todas as zonas estudadas de 100%. Isto 
sugere que a carga microbiana é principalmente de origem fecal (Martinez- 
Manzanares, 1989). Concentrações de coliformes totais superiores às registadas para 
outros indicadores que se encontram mais directamente relacionados com as descargas 
de origem fecal, tal como os coliformes fecais e os estreptococos fecais, indicam que a 
contaminação não é exclusivamente de origem fecal (Abeyta, 1983; Al-Jeboury e 
Trollope, 1984). Ainda que os coliformes totais e coliformes fecais apresentem tempos 
de inactivação muito semelhantes (Borrego et ai, 1983), a proporção de coliformes 
totais em águas litorais é sempre muito superior à dos coliformes fecais. Isto deve-se à 
concentração média dos coliformes totais, que nas águas residuais vertidas é superior, 
entre 1 e 2 ordens de magnitude, à dos coliformes teçais (Bravo, 1985). A presença tão 
destacada dos coliformes totais nas águas costeiras poderia classificá-los como 
melhores indicadores de contaminação fecal que os coliformes fecais, no entanto, o 
carácter tão heterogénio do grupo dos coliformes totais faz que não sejam tão 
específicos da matéria fecal como os coliformes fecais e, portanto, a interpretação da 
sua presença em águas é, em muitas ocasiões, difícil de estabelecer (Geldreich. 1978), 
limitando a sua validade como indicadores da qualidade da água (Dutka, 1973). A 
relação coliformes totais coliformes fecais usa-se como índice aproximado para 
estabelecer a proporção de coliformes totais com origem exclusivamente fecal. Para 
um valor de CT/CF de «1», deduz-se que todos os coliformes totais são de origem 
fecal e não de outras fontes (solo, vegetais, entre outros). Nas Figuras 3 IA, 32A e 
33A pode-se observar que os valores resultantes deste índice foram sempre superiores 
à unidade. Comax (1991), calcularam um valor de 1,4 para o quociente CT/CF em 
fezes e 7,1 em águas residuais. 
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Relativamente aos valores do quociente CF/EF, estes manifestam uma estreita 
correspondência com a existência ou não de descargas residuais. A concentração 
relativa destes microrganismos permite avaliar a origem da contaminação (Geldreich e 
Kenner, 1969) e a distância do foco contaminante (Borrego et ai, 1982b; Bravo, 
1985). Este quociente excede geralmente de 4,0 em águas residuais domésticas, 
enquanto que nas águas residuais com descargas fecais procedentes de animais 
homeotérmicos distintos do homem, chega a ser menor que 1 (Geldreich e Kenner, 
1969). 
No presente estudo observou-se que o valor do quociente CF/EF foi superior 
a «1» em 84% das amostras da estação Ilha, e em 96% nas restantes duas estações. Os 
valores calculados para este quociente encontravam-se entre 0,40 - 10,83 (Ilha); 0,77 - 
40,30 (Ponte de Cais); 0,21 - 342,31 (Portas do Mar). Ávila (1986), calculou um 
intervalo de valores do mdice CF/EF compreendido de 0,03 a 136,50, para uma 
estação de amostragem situada na costa malaguenha, onde se verificam descargas 
provenientes de um emissário submarino. 
Nas estações situadas nas proximidades de descargas importantes de águas 
residuais, observa-se que os coliformes fecais encontram-se em concentrações 
superiores à dos estreptococos fecais, dado que nas águas residuais as concentrações 
de coliformes fecais excedem, entre 1 e 2 ordens de magnitude, as concentrações de 
estreptococos fecais (Bravo, 1985). 
Em conformidade com estes resultados deduzimos, que as zonas analisadas 
estão afectadas por descargas predominantemente urbanas e a contaminação 
observada depende muito da distância do foco contaminante. São muito importantes os 
fenómenos de diluição, dispersão e inactivação bacteriana, dado que se observou que o 
quociente CF/EF é muito variável. 
A distribuição espacial das concentrações médias dos microrganismos 
indicadores de contaminação fecal está representada na Figura 15, onde se põe em 
evidência uma diminuição da qualidade microbiológica na estação de amostragem 
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Portas do Mar. As abundantes descargas residuais procedentes dos colectores da 
cidade explicam os altos valores de microrganismos indicadores e patogénicos nesta 
estação. 
Cachola e Lima (1984), no estudo sobre a qualidade das águas e recursos vivos 
da costa algarvia (verão 1984), registaram os valores mais elevados em coliformes 
fecais, quer para amostras de água quer para moluscos, em zonas situadas nas 
proximidades de emissários, o que indica que este parâmetro microbiano somente é útil 
como indicador em zonas de alta contaminação fecal com descargas contínuas e/ou 
recentes. 
Os valores de coliformes fecais observados para a estação Portas do Mar são 
da mesma ordem de magnitude que os observados por outros autores em estudos 
sobre a qualidade microbiológica das águas na mesma zona da Ria Formosa (Barbosa, 
1989; Baptista, 1990). 
Os valores mínimos e máximos, expressos em ufc/lOOml (Tabela 21) 
observados para a estação Portas do Mar, foram para os coliformes totais 1x10^ e 
3x10^, respectivamente. O valor mínimo registado para os coliformes fecais foi 1,2 x 
10^ e o máximo 2,8x105 (Tabela 22), o que corresponde a um valor de 1/100 das 
concentrações destes parâmetros em águas residuais (Comax, 1991; Hall, 1994). 
Em contrapartida, a estação Ilha não apresentou variações apreciáveis na sua 
qualidade microbiológica, durante o período de amostragem, tal como era de esperar, 
devido à sua localização afastada de saídas importantes e sistemáticas de efluentes 
domésticos. 
Diferentes autores (Evison e Tosti, 1980; Fattal et ai, 1983; Vicente, 1986; 
Morinigo et ai, 1989; Comax et ai, 1990a), verificaram que a luz visível produz um 
forte efeito inactivante sobre as populações microbianas descarregadas por efluentes 
residuais. O efeito inactivante da luz é proporcional à intensidade e ao tempo de 
radiação (Gameson e Gould, 1975), e de substâncias dissolvidas na água (Fujioka et 
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ai, 1981). Há também a considerar um efeito sinérgico com factores, como por 
exemplo a salinidade (Fujioka e Narikawa, 1982). 
Há que assinalar que a Ria Formosa, atendendo à sua localização geográfica, 
sofre no Verão o efeito de um período de insolação longo. Este efeito inactivante 
poderá ser uma explicação para os resultados obtidos neste estudo quanto às 
concentrações dos microrganismos indicadores de contaminação fecal. Por outro lado 
estimativas quanto ao número de habitantes na cidade de Faro indicam um aumento 
substancial na chamada época alta que corresponde ao período de Verão. Esta situação 
pressupõe um aumento da carga microbiana descarregada na Ria, no entanto, no 
presente trabalho, não se registaram variações sazonais significativas, pelo que parece 
existir uma maior inactivação do microbiota alóctone, possivelmente devido ao alto 
grau de insolação registado no período de Verão, na zona estudada. Resultados das 
pesquisas realizadas por Barbosa (1989) e Baptista (1993), também não indicam 
aumentos na concentração de coliformes na época de Verão. 
Classicamente, os coliformes fecais, têm sido considerados indicadores de 
contaminação fecal das águas, atendendo ã sua presença em fezes, e à sua relação 
com os patogénicos entéricos como Salmonella, apresentando-se, geralmente em 
amostras de água, em concentrações superiores à do microrganismo patogénico 
(Dufour, 1977; Morinigo et ai, 1990). 
Vários autores observaram que a perda de capacidade de crescer em meios de 
cultura, reduz a detecção de bactérias entéricas em meios ambientes marinhos, no 
entanto tem sido sugerido que esta característica não retira a validade da utilização dos 
coliformes como indicadores de contaminação recente nesses ambientes (Elliot e 
Colwell, 1985). 
Os microrganismos patogénicos apresentam percentagens de detecção muito 
menores que as obtidas para os indicadores, nas três estações de amostragem. O 
microrganismo patogénico mais frequentemente isolado em amostras de água foi 
Pseudomonas aeruginosa, o que foi igualmente observado por Martinez-Manzanares 
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(1989). A importância de pesquisar P. aeruginosa em amostras de água superficial 
usadas para fins recreativos reside, no risco potencial que este microrganismo pode 
constituir quanto a diferentes tipos de infecção, particularmente otites (Hoadley e 
Knight, 1975; Cabelli et <?/., 1976; Borrego e Marino, 1995). Por outro lado este 
microrganismo patogénico é também considerado, por alguns autores, um indicador da 
qualidade da água (Kenner e Clark, 1974; Bonde,1977; Vicente, 1986). 
A quantificação de Salmonella a partir de amostras de água, apresenta como 
problemas fundamentais, a presença em números muito baixos e a diminuição na 
eficiência relativa de detecção e enumeração, devidos a danos sofridos no meio 
ambiente aquático que não implicam perda de patogenicidade (Morinigo et ai, 1992). 
Em relação à Salmonella, há que considerar que o facto de não se detectar este 
microrganismo poderá significar que não se encontra na amostra estudada, porém, é de 
aceitar a eventualidade da incapacidade de detectá-la com o procedimento utilizado ou, 
ainda, a ocorrência de ambas as situações (Petrili, 1979). É possível que os resultados 
sejam influenciados pela diferente selectividade dos meios de cultura utilizados 
(Hoadley, 1981). Nunes (1990), nas pesquisas de Salmonella em moluscos bivalves, 
observou alterações no comportamento face a provas bioquímicas, o que dificulta a 
sua enumeração e identificação. O número de Salmonella excretada, por grama de 
fezes de doentes, pode alcançar valores de 1x10^ (Morinigo et ai, 1986). O valor 
máximo registado em NMP/lOOml foi 4600, numa amostra da estação Portas do Mar. 
O facto de não se terem obtido resultados coincidentes, na enumeração deste 
microrganismo em amostras de água e em moluscos, poderá, também, ser devido às 
diferenças na capacidade de sobrevivência das distintas serovariedades. 
Os serotipos encontrados com maior frequência em Portugal são, S. enteritidis, 
S. typhimurium, S. virchow, S. saintpaul, S. derby e S. agona (Bernardo, 1991). 
Comparando os isolamentos em amostras do meio ambiente (Tabela 31) com 
os isolamentos em humanos em Portugal (Bernardo, 1991), constatou-se que todas as 
serovariedades citadas para os humanos, foram isoladas nas amostras de águas 
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estudadas, com excepcção para S. saintpaul que foi isolada em amostras de molusco. 
Nos isolamentos feitos em águas da Ria Formosa, há que considerar as estirpes 
procedentes de animais homeotérmicos não humanos (efluentes de matadouros e 
granjas). Lafarga et al. (1991), identificaram 63 serovariedades de Salmonella nas 
águas residuais da cidade de Zaragoza (Espanha), sendo as mais frequentes: S. ohio, S. 
eníerititis, S. infantis, S. panama, S. typhimurium, S. virchow, S. bredeney e S. 
muenchen. Alonso et al. (1992) em estudos sobre a ocorrência de Salmonella em 
águas recreativas de Valencia (Espanha) referiram como mais frequentes os serotipos 
S. anatum (13,94%) e S. bredeney (12,98%). No presente trabalho, S. virchow foi a 
serovariedade isolada com maior frequência nas três estações de amostragem. 
Candida albicans é um componente do microbiota intestinal de animais e aves 
e a sua ocorrência em águas naturais está associada a contaminação fecal (Buck e 
Bubucis, 1978). No meio aquático, leveduras do género Candida, encontram-se quase 
exclusivamente em águas com forte influência terrestre, pelo que poderão constituir 
bons indicadores de poluição (Van Uden, 1967). 
Neste estudo não se registaram isolamentos significativos da levedura Candida 
albicans, possivelmente devido à metodologia utilizada para a confirmação deste 
microrganismo. É possível que a prova de formação do tubo germinativo não seja a 
mais adequada para microrganismos que se encontrem em meios ambientes 
desfavoráveis. 
Vários autores observaram que os microrganismos indicadores não se 
apresentam, por um lado, correlacionados significativamente com os patogénicos, 
particularmente com os vírus entéricos e, por outro lado, a sua sobrevivência no meio 
aquático é baixa (Borrego et al, 1983; Goyal, 1983). 
Os coliformes totais e os fecais apresentam uma relação muito boa entre si, 
dado que estes microrganismos têm como origem comum as águas residuais. 
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Para a mesma zona de amostragem, outros autores obtiveram boas correlações 
entre estes dois parâmetros indicadores (Nunes, 1984a; Cachola e Sampayo, 1984; 
Baptista, 1993). 
Os coliformes fecais também se correlacionam bem com os colifagos. Estas 
relações foram observadas por diferentes autores (Borrego et ai, 1983, 1987, 1990; 
Vicente, 1986; Martinez-Manzanares, 1989). 
Há que salientar, que as correlações significativas entre os parâmetros 
estudados foram registadas em número reduzido, o que poderá ser consequência da 
complexidade e diversidade do ecossistema Ria Formosa. Atendendo à interferência de 
muitas variáveis não era de esperar relações lineares simples. 
Igualmente, estudos precedentes (McFeters et ai, 1974; Vasconcelos e 
Shwartz, 1976) em experiências de sobrevivência em laboratório, os coliformes 
apresentaram um grau de inactivação superior, comparativamente com o resto dos 
microrganismos testados. 
A baixa sobrevivência dos coliformes no meio ambiente aquático, invalida a sua 
possível utilização como indicadores da presença de microrganismos patogénicos 
bacterianos e víricos (Goyal et ai, 1978). 
Vários autores isolaram microrganismos patogénicos em águas, nas quais as 
concentrações de coliformes fecais estavam em conformidade com os limites 
estabelecidos pelas normas (Goyal et ai, 1978; Morinigo et ai, 1990). 
Nas amostras menos poluídas da estação Ilha, obteve-se um incremento do 
número de amostras nas quais as contagens de estreptococos fecais e de colifagos C 
foram superiores às concentrações de coliformes fecais, apesar destes últimos 
microrganismos serem descarregados em maior concentração. Resultados similares 
foram também obtidos por Comax (1991). Esta situação parece ser devida à distinta 
capacidade de sobrevivência (0'Keefe e Green, 1989). 
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Os estreptococos fecais, para além da sua maior persistência no meio ambiente 
aquático comparativamente com os coliformes totais e fecais, não se multiplicam em 
águas residuais ou em águas naturais poluídas (Geldreich e Kenner, 1969). Cabelli et 
ai (1982) relacionaram a incidência de anomalias gastrointestinais com a concentração 
de estreptococos na água. 
No entanto, o tempo requerido para a sua enumeração selectiva e a existência 
de estreptococos fecais detectados em solos, vegetais e insectos (Clausen et ai, 1977) 
são os principais inconvenientes assinalados ao considerar estes microrganismos como 
um indicador ideal da poluição fecal. 
Vários autores sugeriram a utilização de colifagos, como indicadores da 
presença tanto de patogénicos entéricos bacterianos como víricos (Grabow et ai, 
1984; O' Keefe e Green, 1989). Havelaar e Hogeboom (1983) e APHA (1985), 
demonstraram que Escherichia coli C é a estirpe bacteriana mais adequada para a 
enumeração de colifagos em diferentes meios ambientes. Neste trabalho, os colifagos 
detectados sobre esta estirpe bacteriana foram isolados em todas as amostras 
analisadas, estando a sua concentração directamente relacionada com o nível de 
contaminação das águas. Em relação às concentrações de bacteriófagos específicos de 
E. coli, obtiveram-se títulos muito semelhantes aos descritos por Borrego et al. 
(1987). Verificaram-se, neste estudo, percentagens de detecção de 100% para as três 
zonas estudadas. Por outro lado, observou-se que o nível dos colifagos em todas as 
amostragens se apresentou muito estável, não apresentado flutuações dependentes da 
carga efluente. Resultados similares foram também observados por Borrego et al. 
(1982b). Estes autores registaram valores do quociente coliformes fecais e colifagos, 
que variam entre 0,09 - 65,94. Neste estudo registaram-se valores oscilando entre 
0,77-19,30 (Ilha), 0,05-21,67 (Portas do Mar) e 0,20-18,97 (Ponte de Cais). 
A maior sobrevivência dos colifagos em comparação com os coliformes fecais, 
a ubiquidade nas fezes humanas e de outros animais de sangue quente, o facto de estar 
presente quando o microrganismo patogénico também está e em concentrações 
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superiores à do microrganismo patogénico, fazem com que os colifagos possam 
constituir um indicador fiável da contaminação fecal no meio ambiente, apesar da sua 
ausência assim como a de outros indicadores clássicos não assegure a inexistência de 
microrganismos patogénicos oportunistas nas águas de banho (Comax, 1991). 
1.6. Métodos de enumeração 
Vários autores constataram a existência de um incremento microbiano 
estacionai, entre a temporada primaveril e a estival, em distintas áreas costeras 
(Gameson, 1980; Bravo, 1985). No presente trabalho, registaram-se, em relação ao 
Número Total de Bactérias, determinado por microscopia de epiflurescência, com 
alaranjado de acridina, dois «picos» anuais, um no verão e outro no inverno (Figura 
10). Cunha et ai (1992) em estudos realizados na Ria de Aveiro (Portugal), observou 
um acréscimo nos meses mais quentes do ano do número total de bactérias enumeradas 
por microscopia de epiflurescência com alaranjado de acridina. Estes picos de 
abundância bacteriana podem ser devidos a um maior fluxo de nutrientes na época de 
inverno, devido à maior pluviosidade e, no verão, à maior temperatura da água, que 
contribui para a redução do tempo necessário para a formação de uma geração, e para 
um crescimento maior das populações fitoplanctónicas. 
Em ambientes aquáticos, os microrganismos alóctones, sob a influência de 
vários factores, apresentam-se sob tensão (stressed) ou com danos subletais, que 
conduzem à incapacidade de crescer em meios selectivos utilizados rotineiramente para 
a sua detecção e enumeração (Borrego, 1994). 
O valor predictivo das normas de salubridade, que se baseiam na avaliação 
quantitativa de determinados microrganismos que cresceram em placas ou em tubos 
múltiplos, é afectado pelo facto da enumeração por contagem directa, conduzir a 
resultados muitas vezes superiores aos obtidos através da enumeração de 
microrganismos cultiváveis em placa (Xu et ai, 1982; Grimes e Colwell, 1986) 
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Vários autores observaram que o método universalmente aceite do Número 
Mais Provável, não reflecte correctamente a poluição entérica das águas (Kott, 1966). 
Por outro lado, também se verificou um decréscimo grande no número de bactérias 
quantificáveis através do crescimento em placa, comparativamente aos valores obtidos 
por aplicação da contagem directa (Byrd et ai, 1991). 
Assim, os métodos utilizados para determinar a qualidade sanitária de uma 
água deveriam permitir a recuperação das células fisiologicamente danificadas 
(Borrego, 1994). 
A recuperação de bactérias de ambientes aquáticos é, frequentemente 
complicada atendendo à tendência que os microrganismos têm de se agruparem ou 
formarem microcólonias, em associação com detritos ou partículas de sedimento 
(Meadows e Anderson, 1968). Esta situação, conduz à subestimação do número de 
bactérias calculado através da enumeração pelo Número Mais Provável ou em placa 
(Wiebe e Hendricks, 1974; Sanchez et ai, 1994). Consequentemente, a separação 
destes agregados poderá resultar na recuperação de um número muito maior de 
microrganismos (Jannasch, 1965). Poderão assim ser obtidos melhores resultados, 
substituindo o processo de agitação das amostras por homogeneizador (Stevenson et 
ai, 1974). Por outro lado, as contagens de microrganismos viáveis omitem uma parte 
importante da população bacteriana, como por exemplo as bactérias fotossintéticas, de 
cultura difícil em laboratório (Esteve, 1981). 
Os métodos de enumeração directa para estimar o número de bactérias são 
muito mais rápidos, dado que não necessitam de período de incubação para o 
desenvolvimento microbiano, conduzindo a estimativas mais fiáveis do número total de 
células, incluindo as não viáveis e as viáveis mas não cultiváveis (Kepner e Pratt, 
1994). 
Enumerações directas ao microscópio indicam valores superiores ao calculado 
através da enumeração de bactérias cultiváveis em placa. Por outro lado as técnicas de 
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enumeração em placas permitem examinar as propriedades e os tipos de organismos 
presentes. 
A contagem directa com alaranjado de acridina é um dos vários métodos que 
permite enumerar todas as células existentes numa amostra, ultrapassando as 
dificuldades verificadas com os métodos de cultura convencionais, mas por outro lado, 
não permite demonstrar a viabilidade das células enumeradas. O uso do microscópio de 
epiflurescência, aplicando alanrajado de acridina como fluorocromo (Hobbie et ai, 
1977) é utilizado largamente para determinar o número total de microrganismos no 
meio ambiente (Pettipher e Rodrigues, 1982). 
A microscopia de varrimento possibilita também a enumeração de todos os 
microrganismos presentes na amostra examinada. Dá informações sobre a morfologia 
do microrganismo e ainda sobre a forma de organização, por exemplo, a presença de 
microcolónias e outras formas de agregação (Kolbel-Boelke et ai, 1988). No entanto, 
esta técnica tem como desvantagens a imposibilidade de identificação taxonómica e 
informação quanto ao seu metabolismo (Kolbel-Boelke et ai, 1988). 
Os resultados obtidos permitem verificar uma grande diferença, entre os 
valores calculados para os microrganismos heterotróficos aeróbios totais, cultivados 
em placa e o Número Total de Bactérias, calculado através do método de coloração 
com alaranjado de acridina. Nas três estações de amostragem, as contagens em placa 
apresentaram valores mais baixos em relação às contagens directas. 
Neste estudo, empregou-se a microscopia de varrimento para comprovar 
alguns resultados obtidos na estimação do Número Total de Bactérias. As 
microfotografias permitem ilustrar a diferença existente entre as três estações, quanto à 
abundância. Através das figuras obtidas no microscópio electrónico de varrimento, foi 
possível observar que as amostras correspondentes a situações onde se registou, 
através da enumeração do Número Total de Bactérias (microscopia de 
epiflurescência), um número muito elevado de bactérias, correspondiam a figuras onde 
se detectava a presença de matéria particulada e, por consequência, um grande número 
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de bactérias aderidas (Figuras 12B e 12C). Uma explicação possível é a ressuspensão 
de material sedimentado, como se deduz do material particulado observado nas 
figuras registadas com auxílio do microscópio de varrimento. Os microrganismos na 
água residual encontram-se, geralmente, adsorvidos sobre partículas de matéria em 
suspensão, possibilitando a sua sedimentação (Jones, 1971; Dutka e Kwan, 1980) e 
acumulando-se nos sedimentos (Fellet et ai, 1983). As bactérias que sedimentam, 
ficam sujeitas a fluxos verticais e podem ser ressuspendidas na coluna de água, por 
uma série de forças físicas, nomeadamente tormentas, navegação, correntes, acção das 
ondas, pesca, bioturvações (Grimes, 1975; Duedall et ai, 1983). 
2. MOLUSCOS BIVALVES COMO INDICADORES DE CONTAMINAÇÃO 
A avaliação da qualidade microbiológica das águas onde se cultivam moluscos, 
como forma de garantir a salubridade dos moluscos nelas criados, é uma prática muito 
comum. No entanto, este procedimento garante de forma muito indirecta esta 
qualidade, pois não existe uma relação constante entre o conteúdo microbiológico de 
moluscos filtradores e da água em que vivem, devido à influência de muitos factores 
(Mesquita, 1989). 
A Ria Formosa é uma zona muito importante para a produção de moluscos 
bivalves, pois já foram atingidos valores na ordem dos 95% do total da produção 
nacional (Cachola, 1990). Uma extensa zona de cultivo destes moluscos encontra-se 
sob a influência dos efluentes domésticos. Por essas razões, no presente trabalho, 
realizou-se um estudo comparativo da microbiologia dos moluscos com as densidades 
bacterianas nas águas de cultivo. 
Os moluscos bivalves, especialmente os filtradores, como as ostras e mexilhões, 
devido à sua capacidade de filtração de grandes volumes de água, podem reter os 
microrganismos que se encontram na água onde vivem (Trollope, 1984). 
Os moluscos bivalves que cresceram em águas poluídas podem transtimir 
infecções como a febre tifóide, cólera, hepatite, e várias formas de gastroenterites 
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(Ferreira e Cachola, 1975; Wood. 1976; Bryan, 1980; Plusquellec et ai, 1984) pois os 
microrganismos patogénicos, concentrados através da água contaminada, têm 
possibilidade de se manterem viáveis no músculo do molusco (Nunes, 1990) e estes 
organismos são habitualmente consumidos crús ou ligeiramente cozinhados. 
Outro efeito da poluição por efluentes urbanos é a eventual presença, no 
tecido muscular do molusco, de estirpes bacterianas resistentes aos antibióticos. Cooke 
(1976) observou que 73% dos coliformes isolados de moluscos eram resistentes a um 
antibiótico pelo menos e 45% tinham a capacidade de transmitir essa resistência. 
Em conformidade com as Directivas Comunitárias (CEE-79/923 e CEE- 
91/492) e a legislação nacional (Portugal - Decreto-lei 74/90), a avaliação do grau de 
contaminação dos moluscos bivalves faz-se considerando o conteúdo microbiano 
quanto ao número de coliformes fecais e a presença de Salmonella no músculo e 
líquido intervalvar. 
Analisando os resultados obtidos neste estudo pode-se verificar que a qualidade 
microbiológica dos moluscos está fortemente afectada, mesmo quando se trata das 
amostras da estação Ilha, que se encontra mais afastada de fontes poluidoras 
sistemáticas. Os valores máximos foram obtidos em amostras da estação Ponte de 
Cais. 
Baptista (1990), em estudos realizados em Ruditapes decussatus L., na Ria 
Formosa, com amostragens mensais, de Abril a Septembro de 1989, em condições de 
baixa-mar, registou concentrações (NMP), de coliformes totais e coliformes fecais, por 
100 g de músculo e líquido intervalvar, compreendidas entre (um valor mínimo de) 
4300 e (um máximo superior a) 1,1x10^. 
No presente trabalho, os valores mínimos obtidos em amostras de Mytilus 
edulis, são da mesma ordem de magnitude comparativamente com os dados registados 
por Baptista (1990). As concentrações máximas observadas diferem em uma e duas 
ordens de magnitude, respectivamente, para os coliformes totais e fecais. 
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Ambos os resultados indicam que os moluscos estudados eram impróprios para 
consumo humano directo. Trabalhos desenvolvidos por Cachola, durante o período de 
1990 a 1995 (dados não publicados), em amostras de Ruditapes decussatus e 
Cerastoderma edule, colhidas na zona de Faro, indicam também altos níveis de 
contaminação, utilizando como indicadores os coliformes fecais. 
A Directiva Comunitária n0 91/492, estabelece o limite de 6000 coliformes 
fecais em 100 g para que os moluscos sejam aceites para depuração. Verificou-se que 
80% das amostras estudadas ulttrapassaram este limite. 
Salmonella foi isolada em 30% das amostras, o que confirma o risco potencial 
que constitui o consumo destes moluscos, tendo em consideração as limitações 
observadas quanto ao processo de depuração. Martinez-Manzanares (1989), observou 
que o processo de depuração de Salmonella depende muito da concentração 
acumulada pelo molusco. Se o nível é baixo a médio o processo é muito rápido. Em 
contrapartida para níveis altos de contaminação o processo de depuração prolonga-se 
por muito mais tempo. S. saintpaul, S. worthington e S. heidelberg foram as estirpes 
isoladas nas amostras de moluscos analisadas. S. saintpaul encontra-se entre os 
serotipos encontrados com maior frequência em humanos em Portugal, (Bernardo, 
1990), o que confirma a origem da contaminação fecal humana das águas onde os 
moluscos amostrados cresceram. 
A probabilidade de isolar este microrganismo patogénico aumenta quando a 
densidade de coliformes fecais aumenta. Salmonella foi isolada em amostras com 
concentrações elevadas em coliformes fecais. Estes resultados foram também 
divulgados por Jehl-Pietn c/a/. (1991) a partir de estudos em Cassostrea gigas, 
Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis desenvolvidos em zonas de crescimento 
natural ou em viveros na costa francesa. No entanto estes autores isolaram Salmonella 
numa amostra na qual os coliformes fecais não ultrapassaram o limite de 300 
coliformes fecais. Pesquisas feitas no estuário do rio Tejo por Nunes (1990) utilizando 
os moluscos Cerastoderma edule, Scrobicularia plana e Mytilus edulis, confirmam 
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esta relação quanto à presença de Salmonella em amostras com altos teores 
colibacilares, assinalando por outro lado que o facto deste microrganismo patogénico 
não ser detectado não garante que este esteja ausente nas amostras estudadas, 
tomando em consideração os danos sofridos pelos microrganismos alóctonos em 
ambientes hostis e às limitações das metodologias de pesquisa. 
No presente trabalho observou-se uma grande variabilidade quanto a taxas de 
acumulação, conforme se pode observar nos valores máximos e mínimos registados 
para o factor de concentração (Tabela 61). 
Mesquita (1988), registou variações no balanço da acumulação-eliminação por 
parte de Mytilus edulis, de acordo com o nível de contaminação na água. Em águas 
muito poluídas verifica-se uma taxa de acumulação alta e uma taxa baixa quando em 
contacto com águas menos poluídas. 
Cabelli e Heffeman (1970), verificaram que a acumulação e a eliminação, estão 
dependentes do estado fisiológico dos bivalves, que por sua vez estão sob a influência 
de condições ambientais, como a turbidez, temperatura e salinidade. 
Plusquellec et al. (1990) em trabalhos, realizados ao longo de um ano, na 
costa francesa, com Mytilus edulis localizados numa área sob a influência de 
contaminação urbana, observaram que moluscos cultivados em águas com baio grau de 
poluição, menor a 100 CF/lOOmi apresentaram concentrações destes microrganismos 
na sua carne e Líquido intervalvar que não permitiam a sua utilização para consumo 
humano directo. 
Segundo se pode verificar na Tabela 61, existe um factor de concentração entre 
água e moluscos, no que se refere a coliformes totais, coliformes fecais e estreptococos 
fecais. 
As concentrações bacterianas na carne do molusco são frequentemente 
superiores à concentração na água circundante (Martinez-Manzanares, 1989; Baptista, 
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1990; Nunes, 1990; Plusquellec et ai, 1990; Cachola. 1990-1995, dados não 
publicados). 
As concentrações microbianas registadas, neste estudo, para os coliformes 
totais, coliformes fecais e estreptococos fecais foram em todas as amostragens 
superiores nas amostras de molusco, relativamente às amostras de água. Verificou-se 
que a taxa de acumulação no organismo filtrador depende do microrganismo 
considerado, o que foi também constatado por Plusquellec et al. (1983) e Martinez- 
Manzanares (1989) em estudos, laboratoriais, desenvolvidos no molusco Chamelea 
gallina. 
Na Tabela 61 pode-se verificar que os valores médios calculados para o factor 
de acumulação são maiores para os estreptococos fecais, no entanto o valor máximo 
da concentração foi observado para os coliformes fecais. Esse valor foi observado no 
Verão na estação Ponte de Cais, o que poderia ser explicado pela taxa baixa de 
sobrevivência dos coliformes fecais em meios aquáticos (Comax, 1991), ou pela maior 
taxa de filtração do molusco a altas temperaturas. 
Parece que o factor de concentração é consequência de uma absorção 
diferencial ou uma selecção das bactérias por parte do molusco de acordo com as 
dimensões ds bactérias. Os estreptococos agrupados em cadeias, têm um tamanho 
maior que os bastonetes gram-negativos. 
Uma outra interpretação está relacionada com a melhor adaptação dos 
estreptococos às condições hostis do tracto digestivo dos moluscos (Plusquellec et al., 
1983). 
Neste estudo, registaram os valores mais elevados do factor de concentração 
no Verão, mas não parece que a acumulação nos moluscos seja afectada pelo 
decréscimo da temperatura observado nas águas da Ria Formosa nos meses de Outono 
e Inverno, dado que se registaram nestes meses taxas de acumulação da mesma ordem 
de magnitude que nos meses mais quentes, possivelmente pela capacidade de Mytilus 
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edulis se manter activo até temperaturas muito baixas. Ayres (1975) observaram que 
o molusco pode estar activo a temperaturas até aos 0o C. 
Plusquellec et al. (1990), também não verificaram que a acumulação em 
Mytilus edulis fosse afectada por temperaturas da ordem de 4,5 a 9o C. 
Cabelli e Hefifeman (1971), observaram que a capacidade de eliminação dos 
microrganismos está dependente da estação do ano em que os moluscos são 
recolhidos. 
Através duma análise de variância (Tabela 63) pode-se verificar que existem 
diferenças significativas entre as médias obtidas em amostras de água 
comparativamente com as amostras de mexilhão. Por outro lado o coeficiente de 
variação para as amostras de mexilhão é menor que o registado para as amostras de 
água. Plusquellec et al. (1990) também calcularam coeficientes de variação mais 
baixos em amostras de Mytilus edulis tomadas nas quatro estações do ano. 
Os resultados obtidos, neste estudo, baseiam-se num número pequeno de 
amostras, que se referem a estações de amostragem que sofrem a influência de factores 
ambientais vários e complexos, no entanto, estes resultados conjuntamente com os 
registados por outros autores (Trollope e Al Salihi,1984; Mesquita, 1988; Martinez- 
Manzanares, 1989; Baptista, 1990; Nunes, 1990; Plusquellec et al, 1990), permitem 
avaliar o papel dos moluscos na monotorização da qualidade microbiológica das 
águas. Devido à sua habilidade em concentrar e reter os microrganismos presentes, na 
água circundante, estes organismos poderam ser utilizados na detecção de 
microrganismos patogénicos e para a avaliação quantitativa da poluição na água. 
Adicionalmente há a assinalar a diminuição da variabilidade quando se compara 
os resultados obtidos na água com os do molusco (Plusquellec et al, 1990). 
A capacidade do molusco concentrar os estreptococos fecais parece não ser 
afectada pelas variações estacionais. Este resultado também observado por Pusquellec 
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et ai (1990), reforça a validade dos estreptococos fecais como um indicador ideal para 
a monotorização da poluição fecal através da análise de moluscos. 
A ausência de uniformização nos métodos analíticos para estreptococos teçais é 
uma das dificuldades que se enfrenta no emprego deste indicador, em análises de rotina, 
para avaliação da qualidade das águas e moluscos. 
Por conseguinte, e atendendo ao grande interesse de dispor de um indicador de 
eleição para determinar o grau de poluição de águas e moluscos em análises de rotina, 
no presente trabalho avaliaram-se comparativamente diferentes meios selectivos para 
estreptococos fecais. 
3. ESTUDO COMPARATIVO DE MEIOS SELECTIVOS PARA O 
CRESCIMENTO DE ESTREPTOCOCOS FECAIS 
As directivas da Comunidade Europeia (CEE, 1976; CE, 1994) referentes à 
qualidade microbiológica das águas de recreio, especialmente água para banho, 
indicam parâmetros microbianos para analisar e determinar o nível de poluição destas 
águas. Um deles é o estreptococo fecal, cuja utilidade como indicador tem sido 
repetidamente avaliada e tem sido aceite por causa da incapacidade para se multiplicar 
em águas naturais (Slanetz e Bartley, 1965; Evison e Tosti, 1980; Gauci, 1991). 
Contudo, a dificuldade de encontrar um procedimento adequado para a sua enumeração 
é a principal falha para o uso generalizado deste grupo microbiano. 
Dos dois procedimentos recomendados pela CEE, para a quantificação dos 
estreptococos fecais, as técnicas dos tubos múltiplos e filtração por membrana foram 
comparadas no presente estudo com base nas seguintes caracteristicas: crescimento 
qualitativo, selectividade e eficiência de recuperação. O uso da técnica dos tubos 
múltiplos, como recomendada pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 1982) 
usando exclusivamente o caldo de Rothe, apresenta falta de selectividade para a análise 
dos estreptococos fecais, dado que este meio permite o crescimento de outros 
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microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Obtem-se um aumento na 
selectividade quando se usa o teste confirmativo com caldo de Litsky no decorrer da 
técnica dos tubos múltiplos, embora o número de resultados falsos-positivos obtidos 
sejam muito altos (Buck, 1969). Além disso, esta técnica usando os caldos de Rothe 
e Litsky apresenta uma alta eficiência de recuperação (81,2%) (Tabela 58). Porému a 
técnica dos tubos múltiplos é muito demorada (mais de 4 dias) e requer um número 
muito grande de consumíveis de laboratório. A técnica de filtração por membrana é 
fácil, barata, pouco demorada (1 a 2 dias) (Volteira et ai, 1986), permite o 
processamento de amostras de grande volume e a execução imediata de testes 
bioquímicos a partir das colónias isoladas das membranas semeadas em meios 
selectivos (Sinton et ai, 1993a). 
Por estas razões, este estudo centrou-se na comparação de meios selectivos 
para a enumeração de estreptococos fecais pela técnica de filtração por membrana. 
Pelos resultados deste e outros estudos, verifíca-se que ainda não é possível utilizar 
um meio de cultura óptimo, para a enumeração de estreptococos fecais em amostras 
de água, devido à heterogeneidade taxonómica e fisiológica dos microrganismos 
incluídos neste grupo. Assim, o objectivo deste estudo consistiu em comparar vários 
meios de cultura selectivos e, com base nos resultados obtidos, propor o método 
mais adequado para a enumeração de estreptococos fecais em amostras de água do 
mar. 
Através dos resultados obtidos no estudo em laboratório, do crescimento 
qualitativo de culturas puras (Tabela 52), pode-se verificar que somente os meios 
mEnterococcus e KF são completamente selectivos, e que os meios de cultura 
utilizados para isolar e enumerar os estreptococos fecais, tais como os agares Bílis 
Esculina (BE), Kanamicina-Esculina-Azida (KEA), e Acetato de Tálio (Bame) 
permitem o crescimento de estirpes pertencentes aos géneros Staphylococcus, 
Pseudomonas e Candido, bem como diferentes espécies de enterobactérias. Outros 
autores indicam que estes meios podem permitir o crescimento de Staphylococcus, 
Proteus, Corynebacterium, Vibrio, Aeromonas, Listeria e Candida (Lachica e 
Hartman, 1968; Pavlova et ai, 1972; Isenberg et ai, 1970; D'Aoust e Litsky, 1975; 
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Yoshpe-Purer, 1989). Contudo, deve-se considerar, que não se pode determinar a 
especificidade do meio de cultura através do crescimento qualitativo de estirpes puras 
em diferentes meios, visto que a presença de organismos acompanhantes, que se 
desenvolvem em diferentes níveis de concentração em amostras naturais, pode 
influenciar as qualidades de isolamento dos meios testados. 
Um meio de cultura é selectivo quando a sua capacidade de redução do 
microbiota acompanhante (background) é superior em 3 ordens de magnitude (Levin 
e Cabelli, 1972). Como pode ser visto na Tabela 53, os factores de redução obtidos 
para os meios testados é baixa, e nenhum deles preenche os requisitos de selectividade 
apontados por Levin e Cabelli (1972). A maioria dos meios de cultura formulados para 
enumeração selectiva de microrganismos do ambiente aquático, baseia a sua 
selectividade na incorporação na composição do meio de cultura de uma ou mais 
substâncias inibidoras; no caso específicio dos estreptococos fecais, os inibidores mais 
usados são azida de sódio, violeta de etilo, acetato de tálio, Tweeen-80 e antibióticos, 
tais como ácido nahdíxico, kanarmcina, para enumerar apenas alguns. Os inibidores 
são usados para conter o desenvolvimento do microbiota acompanhante, mas 
também podem inibir o desenvolvimento de estreptococos fecais alterados (Borrego, 
1994). Como é referido por Levin et al. (1975), achamos que as variações sazonais 
podem influenciar os resultados de selectividade obtidos para os mesmos meios de 
cultura (Tabela 53). A fim de aumentar a selectividade dos meios de cultura 
convencionais, vários autores aumentaram a temperatura de incubação para cerca de 
44° C, (Gauci, 1991; Volteira, 1991). Os resultados obtidos nestes estudos indicam 
que as temperaturas de incubação restrictivas (44° C) reduzem geralmente o número 
de colónias típicas, devido à incapacidade de algumas espécies de estreptococos fecais 
se desenvolverem a esta temperatura, verifícando-se também uma redução no 
crescimento de vibrios marinhos, que têm um crescimento óptimo a 36° C (Volteira, 
1991). Este autor verificou também que a incubação a 42° C melhora as qualidades 
do agar KF, mas não foram encontradas diferenças significativas para o agar 
mEnterococcus . 
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A percentagem de estreptococos fecais falsos-positivos encontrada, neste 
estudo, é alta para quando se utilizaram os agares Bílis Esculina (93,2%), Mitis- 
Salivarius (87%),de Bame (32,4%), Bílis Esculina Azida (31,7%) e Kanamicina 
Esculina Azida (19,5%) (Tabela 54). Apenas os meios mEnterococcus e KF 
mostraram uma boa especificidade, pois em ambos os meios mais de 90% de colónias 
típicas foram confirmadas como estreptococos fecais e nenhuma das colónias não 
típicas foram identificadas como sendo estreptococos fecais. A Tabela 55, descreve a 
identificação efectuada ao nível do género de colónias típicas que cresceram nos 
diferentes meios selectivos testados. 
A percentagem de confirmação de enterococos e estreptococos fecais são 
semelhantes para os meios mEnterococcus e KF, e nenhum deles permitiu o 
desenvolvimento de microrganismos Gram-negativos. O principal microbiota de 
acompanhamento desenvolvido nestes meios de cultura foram 
Aerococcus/Micrococcus (1,25% para mEnterococcus) e Staphylococcus (1,25% para 
mEnterococcus e 1,5% para o agar KF). Foram divulgados resultados semelhantes por 
Kenner et al. (1961) e Volteira et ai (1986). As espécies identificadas a partir das 
colónias típicas desenvolvidas em agar mEnterococcus ou KF são Enterococcus 
faecium (42,5% para mEnterococcus e 54,5% para KF), E.durans (27,5% para 
mEnterococcus e 16,7% para KF) e E. faecalis (17,5% para mEnterococcus e 24,2% 
para KF). Percentagens semelhantes de confirmação destas espécies foram referidas 
por Yoshpe-Purer (1989), usando os mesmos meios de cultura e amostras de água do 
mar em Israel. Em complemento, Bayne et al. (1983), mostraram que os componentes 
predominantes do grupo de estreptococos fecais no meio ambiente aquático são E. 
faecium e E. duram. 
Vários autores referiram que o agar mEnterococcus poderá permitir o 
desenvolvimento de lactobacilos (Volteira et al., 1986) e estreptococos não fecais 
(Paviova et al., 1972). Além disso, existem agora algumas dúvidas se este meio pemite 
o isolamento de estreptococos fecais ou enterococos. Slanetz e Bartley (1957) 
designaram originalmente este meio de cultura para a enumeração de enterococos, e 
é o meio actualmente recomendado nas edições 17a e 18a de "Standard Methods" 
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(APHA, 1989; 1992) para a enumeração de estreptococos fecais em águas marinhas e 
doces. Por outro lado, parece que os estreptococos fecais de fezes animais, tais como 
Streptococcus bovis e E. equinus são dificilmente isolados neste meio de cultura 
(Shuval et ai, 1973; D^oust e Litsky, 1975). Contudo, Pagel e Hardy (1980) indicam 
que mEnterococcus foi o único meio que mostrou capacidade de assegurar o 
crescimento de espécies de estreptococos fecais e enterococos. Estes autores 
sugeriram a possibilidade de usar a contagem de colónias típicas desenvolvidas nesse 
meio, para estimar a população de enterococcus e o número total de colónias, para 
obter a contagem de estreptococos fecais. 
Analogamente, foi indicada a possibilidade de isolamento em agar KF de 
Pediococcus e espécies de Lactobacillus (Kenner et ai, 1960), Staphylococcus aureus 
(Mossel et ai, 1957), Aerococcus, Micrococcus, Bacillus, Escherichia coli e 
estreptococos não fecais, tais como S. cremoris e S. sanguis (Volteira et ai, 1986; 
Pagel e Hardy, 1980), e Aerococcus, vibrios marinhos, Pasteurella, Aer orno nas, 
Plesiomonas, Moraxella, Agrobacterium, Pseudomonas e espécies de estreptococos 
não-fecais (Yoshpe-Purer, 1989). Por esta razão, Slanetz e Bartley (1964) e Yoshpe- 
Purer (1989) consideraram este meio como inadequado para recuperar estreptococos 
fecais de amostras de água do mar e de mariscos. É controverso o papel do agar KF 
no desenvolvimento de S. bovis e S. equinus, pois alguns autores indicam falhas na 
recuperação de estreptococos fecais provenientes de fezes de animais (Slanetz e 
Bartley, 1964; Switzer e Evans, 1974; Pagel e Hardy , 1980; Yoshpe-Purer, 1989), ao 
passo que outros isolaram S. equinus e S. bovis em agar KF (Kenner et ai, 1960; 
Geldreich e Kenner, 1969; Pavlova et ai, 1972; D' Aoust e Litsky, 1975; Brodsky e 
Schiemann, 1976). 
No presente trabalho, pode-se notar que S. equinus se desenvolveu 
optimamente nos agares mEnterococcus e KF, em testes de crescimento de culturas 
puras (Tabela 52); contudo, quando S. equinus foi inoculado em água do mar filtrada, 
o poder inibidor destes meios (mEnterococcus e KF) impediu o crescimento destas 
espécies. Isto pode ser explicado pela baixa capacidade de sobrevivência desta espécie 
fora do tracto gastrointestinal (Kjellander, 1960) ou em meios ambientes aquáticos 
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naturais (Borrego et ai, 1983; Sinton et ai, 1993b), e/ou pela fraca capacidade de 
crescimento, em meios selectivos, das suas células subletalmente danificadas (Grimes 
et ai, 1986). 
As especificidades obtidas para os agares Bílis Esculina e Kanamicina Esculina 
Azida foram baixas, dado que apenas 68,3% e 80,5% respectivamente de colónias 
típicas, assim consideradas pela presença de densos halos pretos indicativos da 
hidrólise da esculina, terem sido confirmadas como sendo estreptococos fecais. 
Apesar de ter sido provado que a hidrólise da esculina constitui um meio digno de 
confiança para separar estreptococos do grupo D de outros estreptococos (Facklam e 
Moody, 1970; Deibel e Hartman, 1984), este teste não deve ser considerado como 
critério essencial de identificação, pois um grande número de microrganismos pode 
hidrolisar a esculina, incluindo espécies de Vibrio, Pseudomonas e Síaphylococcus 
(Yoshpe-Purer, 1989). Estes meios apresentam uma baixa capacidade de 
discriminação entre colónias típicas e não-típicas de estreptococos fecais, e permitem 
o crescimento de numerosas colónias minúsculas (Paviova et ai, 1972; Volteira et al, 
1986). O principal microbiota de acompanhamento que cresceu nestes meios foram 
os estreptococos não fecais, Síaphylococcus, Vibrio, Chromobacterium, 
Acinetobacter, Pseudomonas e membros da família Enterobacteriaceae (Tabela 56). 
Foram referenciados em diversos estudos resultados semelhantes (Paviova et al, 1972, 
Isenberg et al, 1970; D'Aoust e Litsky, 1975; Yoshpe-Purer, 1989). Também, 
Volteira et al, (1986) detectaram, em amostras da costa mediterrânica, percentagens 
altas (mais de 30%) de bactérias em forma de bastonete que produziam colónias com 
aspecto similar ao dos estreptococos fecais (com um halo preto nas costas do filtro). 
Pelo contrário, Brodsky e Schiemann (1976) indicaram que o agar PSE possui uma 
alta selectividade para os enterococos, pois mais de 90% das colónias que cresceram 
nas membranas foram confirmadas como sendo estreptococos fecais e 86% foram 
confirmadas como enterococos. Além disso, estes autores mencionam uma vantagem 
adicional deste meio de cultura, baseando-se num período de incubação mais curto 
(24h). Similarmente aos resultados apresentados por Nowlan e Deibel (1967), o agar 
Phizer (PSE) permite o crescimento de S. equinus e S. bovis quer em culturas puras 
quer em amostras de água. Pelo contrário, nenhuma destas espécies puderam 
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desenvolver-se em agar KEA (Tabela 52 e 56). O meio mSD (agar mE e confirmação 
em agar esculina e ferro; EIA), proposto por Levin et ai (1975), baseia-se também 
na hidrólise da esculina como um marcador para estreptococos fecais. Este 
procedimento não foi testado no presente estudo por duas razões: (i) a necessidade de 
um método rápido sem um passo de confirmação, e (ii) a baixa especificidade 
apresentada por este procedimento para amostras do Mediterrâneo (Volteira et ai, 
1986; Yoshpe-Purer, 1989). 
A especificidade dos meios de Bame, Bílis Esculina (BE) e Mitis-Salivarius é 
apresentada nas Tabelas 54 e 55. Todos estes meios possuem baixa especificidade, 
dado que apenas 6,8%, 13% e 67,6%; para os agares BE, Mitis-Salivarius e de Bame, 
respectivamente, das colónias típicas foram confirmadas como estreptococos fecais 
(Tabela 54). Os principais microrganismos de acompanhamento, ao nível do género, 
que se desenvolveram como colónias típicas eram Gram-negativos (52,3, 59,7 e 
16,2%, respectivamente); Staphylococcus (40,9, 24,7 e 11,8%, respectivamente) e 
Aerococcus/Micrococcus (1,2% para agar Mitis-Salivarius) (Tabela 55). Não foi 
isolada nenhuma espécie de Enterococcus em agar BE, e foram isoladas somente três 
estirpes pertencentes a Streptococcus spp. As espécies isoladas com maior frequência 
através deste meio de cultura, foram Staphylococcus spp. (15,9%); S. epidermidis 
(9,1%) e Vibrio parahaemolyticus (9,1%). Na generalidade, as percentagens de 
detecção de cocos Gram-positivos, para além dos estreptococos, foram 40,9% , 
20,4% para Vibrio, e 18,2% para enterobactérias. Este meio também permite o 
desenvolvimento de Aeromouas, Moraxella, Pseudomonas e Flavobacterium (Tabela 
56). A fraca especificidade obtida é facilmente explicada dado que este meio é usado 
principalmente com fins confirmativos para demonstrar a hidrólise da esculina em 
isolamentos feitos a 37° C (APHA, 1992). 
O espectro de espécies microbianas isolado a partir do agar de Bame foi mais 
baixo do que o obtido em agar BE, incluindo 11,8% de Staphylococcus, 4,4% de 
Vibrio e Pseudomonas, 5,9% de entero bactérias e apenas um isolamento correspondeu 
a Morganella morganii (Tabela 56). Pelo contrário o agar Mitis-Salivarius permitiu o 
aparecimento de vasto número de espécies de Staphylococcus (24,7%), incluindo 
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Síaphylococcus spp., S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, S. 
warneri, S. xylosus, S. lentus, e S. cohnii; bem como enterobactérias (42,8% dos 
isolamentos) tais como, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. 
pneumoniae subsp. ozaenae, Enterohacter cloacae, E. inter médium, E. agglomerans, 
E. sakazakii, Citrobacter freundii, Escherichia coli, E. adecarboxylata e Yersinia 
intermédia (Tabela 56). Outro microbiota acompanhante, que se desenvolveu neste 
meio, era composto por estreptococos não fecais (6,5%), Pseudomonas (6,5%), 
Vibrio ( 5,2%), Pasteurella (2,6%), Achromobacter (2,6%) e Micrococcus (1,3%). 
Por outro lado, neste mesmo meio, quer as espécies de enterococos quer as 
estreptococos fecais foram isoladas em percentagens baixas (7,8% e 6,5%, 
respectivamente). Estes resultados podem ser justificados pela composição do meio, 
pois foi concebido para o isolamento de estreptococos viridans (Deibel, 1964; Clausen 
et ai, 1977). Alguns autores consideram S. mitis e S. salivarius como espécies de 
estreptococos íécais, por terem sido encontrados em grandes concentrações em fezes 
humanas (Moore e Holdeman, 1974). Contudo, há que ter em atenção que estas 
espécies são habitantes de tracto nasofaríngeo e usualmente agrupados com os 
estreptococos orais ( Holt et ai, 1993). 
A relação existente entre substâncias inibidoras e indicadoras contidas nos 
meios testados, a sua selectividade e especificidade parece clara. Os meios contendo 
azida de sódio e cloreto de trifenil tetrazolium foram mais selectivos do que os que 
continham antibióticos e baseiam o seu poder de diferenciação colonial na hidrólise da 
esculina. Easterbrook e West (1987) confirmaram as mesmas conclusões, quando 
procederam a um detalhado estudo comparativo para o isolamento de estreptococos 
do grupo D em mariscos. 
A comparação dos métodos para enumeração de estreptococos fecais foram 
conduzidos estudando a sua eficiência relativa de recuperação, onde o título máximo 
obtido entre os métodos aplicados à mesma amostra foi considerado como valor de 
referência (100%). Na Tabela 58, expressa-se a eficiência relativa de recuperação de 6 
métodos de enumeração, utilizando 13 amostras de água do mar. Os valores médios 
mais altos encontrados para o isolamento de estreptococos fecais foram obtidos no 
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meio de agar mEnterococcus, pelo método de filtração por membrana (84,7%); e 
nos caldos Rothe-Litsky, com a técnica do NMP (81,2%). A hierarquização 
("ranking") dos métodos testados foi a seguinte: mEnterococcus > NMP (Rothe- 
Litsky) > Bame > KF > KEA> BE. Contudo, se aplicarmos as taxas de especificidade 
dos meios (Tabela 54) e considerando a especificidade NMP (Rothe-Litsky) obtida 
por Volterra et ai, (1986) (86,7%), a hierarquização fica estabelecida como se segue 
: mEnterococcus (82,6%) > NMP (Rothe-Litsky) (70,4%) > KF (69,0%) > KEA 
(53,0%) > Barne (48,2%) > BE (40,3%). Resultados semelhantes foram obtidos por 
Volteira et a/. (1986), que detectou que NMP (Rothe-Lisky) e o agar mEnterococcus 
seriam os métodos que consentiam os isolamentos mais elevados em amostras de 
água do mar Adriático, sendo os meios mSD e PSE os que apresentam valores mais 
baixos. Pelo contrário, nas amostras de água do mar Tirreno, os isolamentos mais 
baixos foram alcançados usando o método do NMP (Rothe-Litsky). Levin et ai 
(1975), comparando a eficiência de recuperação do meio mSD com as de PSE e KF, 
em amostras de água, revelam que nem os isolamentos em meio PSE, nem em KF se 
aproximam daqueles obtidos com o método mSD, apesar dos isolamentos por PSE e 
KF se aproximarem entre si. Gauci (1991) usando amostras de água do mar 
Mediterrâneo, concluiu que os isolamentos em agar mEnterococcus conduzem a 
contagens de estreptococos fecais mais altas comparando com os obtidos em agar KF 
(médias de 88 contra 11). Porém, Pagel e Hardy (1980) analisando em paralelo 
amostras de várias proveniências e tendo utilizado cinco meios de cultura (PSE, 
mEnterocococcus, KF, mSD e SB), encontraram para esgoto bruto , a ordem de 
eficiência de recuperação que se apresenta a seguir: KF > mEnterococcus > SB > PSE 
> mSD; e para amostras de efluente primário: mEnterococcus > SB > KF > PSE > 
mSD; para os 'descarregadores de tempestade': KF > mEnterococcus > PSE > mSD. 
Portanto, a hierarquização global foi: mEnterococcus = KF > SB > PSE > mSD. Estas 
discordâncias entre os resultados obtidos em relação à eficiência de recuperação foram 
apontados anteriormente por diferentes autores (D'Aoust e Litsky, 1975, e Brodsky e 
Schiemanru 1976), que mencionaram isolamentos significativamente maiores de 
estreptococos fecais em agar KF comparando com o agar PSE. Contudo, Dutka e 
Kwan (1978) não encontram diferenças significativas entre as contagens nos meios 
PSE e KF em amostras de lagoas e esgotos. Estas diferenças podem ser resultado de 
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diferentes proveniências das amostras originais ou motivadas por variações sazonais, 
tais como a temperatura da água ou chuvas (Levin et ai, 1975). Noutros estudos, em 
amostras de água de mar Mediterrâneo, PSR e mEnterococcus consentiram a mais alta 
contagem de colónias, enquanto as contagens mais baixas foram detectadas pelo 
método do NMP e em membranas colocadas em meio de agar KF (Volteira et ai, 
1985). 
A precisão num método de enumeração microbiológica tem duas fontes de 
erro, erros experimentais que dependem da manipulação e erros na amostragem. Os 
primeiros são facilmente resolvidos por padronização dos métodos associada a uma 
manipulação cuidadosa (Avila et ai, 1989). Os erros na amostragem, contudo, podem 
só ser minimizados aumentando o número de amostras e o número de replicados (El- 
Shaarawi e Pipes, 1982). O teste de precisão, para os métodos de enumeração 
calculado pelos valores do indice de dispersão de Fisher (D^X encontra-se expresso na 
Figura 19. Mais de 80% dos valores de mEnterococcus ficam contidos dentro do 
limite P=0,5 e apenas uma amostra excede o limite P=0,05. Isto indica que a 
variabilidade experimental de amostras é menor do que o esperado, pelo acaso devido 
às alterações na preparação do meio de cultura, à natureza dos agentes inibidores ou 
outras causas de diferentes origens (Dutka et ai, 1979). Os outros meios testados 
mostraram precisões mais baixas, compreendidas desde BE (77%), KF (62%) e KEA, 
Mitis-Salivarius e Bame com 61,5% das amostras incluidas dentro do limite P=0,5. 
Todas estas percentagens são mais altas do que aquelas obtidas por Levin et ai (1975) 
para agar mSD, pois apenas 39% das amostras ficaram compreendidas dentro do 
limite P=0,5. De modo a ordenar os meios de cultura, avaliando a precisão, foram 
consideradas as percentagens de amostras que excederam os limites de 0,05, 0,025 e 
0,005, obtendo a seguinte ordem: mEnterococcus > BE > KF > KEA > Mitis- 
Salivarius > Bame. 
A exactidão dos quatro meios ( mEnterococcus, KF, BE e KEA) foi avaliada 
em paralelo, usando culturas puras de três estirpes de referência, sob duas condições 
experimentais (água do mar e água doce) (Tabelas 58 e 59). As contagens médias nos 
meios de cultura testados variaram, para os diferentes tipos de amostra e estirpes, de 
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74,3 a 116,3% para o agar mEnterococcus; de 68,3 a 111,7% para o agar KF; de 66,7 
a 114,7% para o agar BE; de 71,3 e 87,4% para o agar KEA. Analisando os 
resultados por tipo de suspensão e stress submetido, apenas se registou para o agar 
BE uma diferença significativa (p<0,01), entre a suspensão de água do mar (91,5%) e 
a suspensão de água doce (77,1%). Nas suspensões de água do mar (Tabela 58), o 
meio mais eficiente para a recuperação de estreptococos fecais foi o agar 
mEnterococcus (95%) e o pior foi KEA (84%), apesar de todos terem atingido os 
requisitos de exactidão propostos por Levin e Cabelli (1972), estabelecidos numa 
recuperação mínima de 75%. Nas piores condições de tensão (stress), o crescimento 
de estreptococos fecais no meio de cultura de referência (não selectivo) foi maior do 
que em meio de cultura selectivo. Contudo, houve situações nas quais as contagens, 
nos meios de cultura testados, aumentaram com tempo de exposição a um ambiente 
de tensão. Estes resultados sugerem que os danos para as células ocorrem durante a 
fase lag e que a percentagem de células danificadas é baixa depois de uma longa 
exposição a condições adversas. A diminuição na percentagem de células danificadas 
pode ser explicada tanto por recuperação como pelo fenómeno de inactivação 
subsequente ao dano celular (Hoadley, 1981; Borrego, 1994). 
Em suspensões de água doce (Tabela 59), o meio de cultura mais eficiente foi 
o KF (92,2%), enquanto que o agar BE mostrou as piores aptidões (77,1%). Uma vez 
mais, todos os meios testados demonstraram possuir uma percentagem de 
recuperação superior a 75%. Contudo, se apenas considerarmos as estirpes de 
enterococos, o grau de eficiência altera-se, quer para as suspensões de água do mar 
quer para as de água doce, obtendo-se a seguinte ordenação: mEnterococcus > BE > 
KF > KEA para suspensão de água do mar; e KF > mEnterococcus > KEA > BE para 
as suspensões de água doce. Estas alterações na capacidade de recuperação pode ser 
causada pela influência da composição química da suspensão, pois que a eficiência de 
recuperação dos meios de cultura é afectada pela origem e natureza da amostra 
(Dufour et ai, 1981; Grabow et ai, 1981). As eficiências dos meios testados para a 
recuperação de S. mitis a partir de suspensões de água do mar e de água doce são 
muito semelhantes, variando entre 71,6 e 78,5% . 
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Na escolha do melhor método para enumerar os estreptococcos fecais em 
amostras de água, foram considerados todos os atributos obtidos nos testes utilizados 
(Tabela 92). Num simples esquema de ordenação, o agar mEnterococcus apresenta o 
melhor conjunto de atributos, dado que apresentou a melhor exactidão, precisão e 
eficiência de recuperação. Por outro lado, este meio é bom na base da selectividade e 
especificidade. O uso do método de filtração por membrana com sementeira em agar 
mEnterococcus ou o método do NMP, utilizando conjuntamente os caldos de Rothe- 
Litsky, constituem os melhores procedimentos para a enumeração de estreptococcos 
fecais em amostras de água. 
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TABELA 92. Avaliação das características dos meios selectivos testados através da aplicação do coeficiente de concordância de Kendall 
Características m Enterococcus KF BEA KEA Barnes' BE Mitis-Salivarius Rothe-Litsky 
-Crescimento qualitativo 
Estreptococos fecais 3 3 6 3 NTa NT 3 
Outros 1 .5 1 .5 5 4 6 NT NT 3 
Global 2,25 2,25 4 5 4,5 NT NT 3 
-Selectividade 3 2 6 4 5 7 8 1 
-Especificidade 
Falso-positivo 2.5 2,5 5 6,5 2.5 2.5 6,5 NT 
Falso-negativo 2 1 4 3 5 6 7 NT 
Global 2,25 ,1 ,75 4,5 4,75 3,75 4,25 6,75 Ml 
-Eficiência de recuperação 
Colónias típicas 1 4 6 5 3 NT NT 2 
Colónias verificadas 1 3 6 4 5 NT NT 2 
Global 1 3,5 6 4,5 4 HL Ml 2 
-Precisão 
Ao limite 0,5 1 3 2 5 5 5 NT NT 
Ao limite 0,005 1 3 2 4 6 5 NT NT 
Global 1 3 2 4,5 5,5 5 MI Ml 
-Exactidão 
Água do mar 1 3 2 4 NT NT NT NT 
Água doce 2 1 4 3 NT NT NT NT 
Global 1.5 2 3 3,5 NT NT NT NT 
-Global geral 1 1 14,5 25,5 26,25 22,75 16,25 14,75 6 
-Média 1 ,83 2,42 4,25 4,37 4,55 5,42 7,37 2 
-Ordenação^ 1 3 4 5 6 7 8 2 
aNT: Não testado 
Sublinhado: Média aritmética dos valores 
^Ordenação corresponde à palavra inglesa "ranking". 
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CONCLUSÕES 
De acordo com os objectivos estabelecidos para os trabalhos experimentais e os 
resultados obtidos no presente estudo, desenvolveram-se as seguintes conclusões: 
1. A concentração das bactérias indicadoras de contaminação nas águas 
estudadas simulam adequadamente o nível de contaminação das águas, sendo máxima na 
estação Portas do Mar e mínima na estação Ilha que apresenta uma menor contribuição 
de carácter antropogénico e uma maior influência marinha. Atendendo às elevadas 
percentagens de detecção de indicadores de contaminação fecal deduz-se que a origem 
da contaminação destas águas são as descargas de águas residuais sem tratamento 
prévio. 
2. Os estudos de enumeração de bactérias totais por epiflurescência, indicam que 
o grau de poluição não incide no desiquilíbrio do microbiota autóctone marinho. 
3. A ausência de correlações estatisticamente significativas entre os distintos 
parâmetros físico-químicos e microbiológicos estudados reflectem a variabilidade 
inerente à natureza dinâmica observada em ecossistemas como a Ria Formosa, assim 
como às complexas interacções microbianas que se estabelecem no ecossistema 
marinho. 
4. A forte contaminação de origem fecal observada nesta zona não se 
correlaciona com as concentrações de bactérias entéricas patogénicas. No entanto, a 
presença de Pseudomonas aeruginosa foi muito frequente em todas as amostragens 
realizadas. Nesta base, e atendendo à patogénese deste microrganismo relativamente aos 
banhistas, propõe-se que esta bactéria patogénica seja considerada como análise 
complementar em programas de vigilância da qualidade das águas recreativas. 
5. A qualidade microbiológica das águas costeiras, em termos de coliformes 
totais, coliformes fecais e estreptococos fecais pode ser interpretada adequadamente por 
um modelo de distribuição de probabilidades lognormal. O desvio padrão da 
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concentração de um microrganismo indicador, numa estação de amostragem, é um 
parâmetro útil e sensível para a detecção de fontes de poluição descontínuas. 
6. Em relação aos indicadores de contaminação fecal, pode-se concluir que 
apesar de não existir nenhum que cumpra todos os requisitos necessários para ser um 
indicador ideal da poluição fecal, os bacteriófagos de E. coli C, constituem um indicador 
alternativo pelas seguintes razões: 
- As técnicas de detecção e quantificação de colifagos são simples, económicas e 
os resultados obtêm-se num período de 12-18 h. 
- Os colifagos correlacionam-se bem com os coliformes fecais. 
- Atendendo à sua maior sobrevivência são indicadores mais adequados de 
contaminação fecal remota. 
7. Os resultados obtidos no estudo comparativo de meios de enumeração de 
estreptococos fecais indicam que nenhum dos meios selectivos permite ter uma boa 
segurança. No entanto, recomenda-se a utilização do meio mEnterococos para o método 
de filtração por membrana (incubação a 36° C, 72 h) e para o método do NMP o caldo 
de Rothe na prova presuntiva e o de Litsky na confirmativa. 
8. O molusco bivalve Mytilus edulis tem uma capacidade importante em 
concentrar bactérias, o que pode ser útil para a detecção de níveis baixos de poluição 
que seriam fracamente avaliados por análise directa da água. O risco potencial para a 
saúde humana devido ao consumo de moluscos contaminados, não pode ser deduzido 
por testes indirectos através de amostras de água, somente as análises directas do 
molusco poderão proporcionar um conhecimento adequado sobre o seu estado 
sanitário. 
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